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CAPITOLO 1 
 
Le Semaforine 
 
Nel corso degli ultimi decenni si è stabilito che la crescita del tumore e la sua diffusione 
non è dovuta solamente ad alterazioni cellulari autonome ma anche a modificazioni del 
microambiente che le circonda. Per far sì che un tumore possa crescere e diffondersi 
nell’organismo, lo "switch angiogenico" deve fornire sufficientemente ossigeno e 
sostanze nutritive al tumore. Le molecole che controllano la migrazione delle cellule in 
fase di sviluppo e ne mantengono la normale architettura nel tessuto in fase adulta, sono 
tra le altre le semaforine, le quali sono coinvolte anche nei processi che regolano la 
progressione del tumore. L’esposizione delle cellule alle semaforine conduce ad un'ampia 
varietà di effetti, tra i quali troviamo ad esempio l’inibizione dell’adesione cellula-
substrato, la motilità cellulare e l’induzione dell’apoptosi1. 
 
Le semaforine (Sema) sono un’eterogenea famiglia di proteine inizialmente identificate 
nel sistema nervoso dell’adulto e nell’embrione, e associate alle funzioni di guida degli 
assoni, alla migrazione e polarizzazione dei neuroni ed alla formazione delle sinapsi.  
La famiglia delle semaforine comprende oltre 30 membri, conservati nel corso 
dell’evoluzione e accomunati dalla presenza di un dominio extracellulare di circa 500 
aminoacidi, detto dominio Sema.  
Le semaforine sono state suddivise in otto classi sulla base delle similitudini nella 
sequenza amminoacidica e nella struttura complessiva (Semaphorin Nomenclature 
Committee, 1999): le prime due comprendono molecole identificate negli invertebrati; tra 
la terza e la settima classe sono raggruppate le semaforine presenti nei vertebrati, mentre 
l’ultima classe comprende molecole codificate da geni di origine virale.  
 
Le semaforine di classe II e III sono molecole secrete ed agiscono principalmente 
formando un gradiente di concentrazione tra i tessuti; i membri delle classi I, IV, V e VI 
sono molecole transmembrana; mentre le semaforine di classe VII sono ancorate alla 
membrana mediante un residuo di glicosil-fosfatidil-inositolo (GPI). (Figura 1) 
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Figura 1: le diverse classi di semaforine. 
 
La porzione extracellulare di tutte le semaforine comprende, oltre al dominio Sema, il 
dominio PSI (Plexins, Semaphorins and Integrins) assente nelle semaforine di origine 
virale; il dominio Immunoglobulina (Ig)-simile, tipico delle semaforine di classe II, III, 
IV, V e VII; e un dominio di circa 60 aminoacidi omologo alla trombospondina, 
caratteristico delle semaforine di classe V. Infine, nella regione intracitosolica delle 
semaforine di membrana di classe IV si trovano domini PDZ (Postsynaptic-density 
protein of 95 kDa), coinvolti nell’interazione tra proteine sulla superficie cellulare1 
(Figura 1). Le semaforine trans membrana sono capaci di trasmettere segnali in maniera 
bidirezionale grazie alla presenza di un dominio intracellulare in grado di mediare il 
“reverse signalling”. Ad esempio, la Sema 4D si associa con la chinasi serina/treonina, 
nei linfociti T umani, e con la fosfatasi CD45 nei linfociti B. Durante lo sviluppo del 
miocardio, la Sema 6D guida la migrazione delle cellule cardiache funzionando sia come 
ligando che come recettore
2
.  
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Le semaforine sono proteine estremamente pleitropiche, esse contribuiscono al controllo 
di numerosi processi biologici quali il direzionamento dei prolungamenti assonici e 
dendritici nelle cellule neurali, la diramazione dell’assone stesso, la migrazione degli 
oligodendrociti e quella delle cellule della cresta neurale, l’angiogenesi, la migrazione 
leucocitaria, i processi apoptotici e la progressione neoplastica.   
Il ruolo delle semaforine nel modulare il sistema immunitario durante l'infiammazione 
classica e durante l'infiammazione dovuta a tumore sono stati scarsamente valutati in 
vivo. Tuttavia, accumulando diverse prove è stato possibili indicare che diverse 
semaforine chiamate "semaforine immunitarie", come ad esempio Sema 3A, 4A, 4D, 6D 
e 7A, ed i loro recettori sono ampiamente coinvolte in varie fasi della risposta 
immunitaria durante l'infiammazione, e che agiscono nella regolazione della 
comunicazione tra le varie cellule immunitarie
3
. (Figura 2) 
 
 
 
Figura 2: schema sulle semaforine ed i loro recettori. 
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I recettori delle semaforine  
 
Plexine 
 
Le plexine rappresentano i recettori ad alta affinità per le semaforine. In particolare, le 
semaforine di membrana legano direttamente le plexine; mentre le semaforine secrete 
(Sema-3) legano un complesso recettoriale formato dalle plexine, che fungono da 
elemento trasducente, e dalle neuropiline, che legano direttamente le semaforine di classe 
III attivando a loro volta le plexine. CD72 e Tim-2 sono strutturalmente e funzionalmente 
molto diversi dalle plexine e dalle neuropiline e rappresentano i recettori a bassa affinità 
per alcune semaforine di membrana nel sistema immunitario. Infine, la Sema-7A può 
attivare un segnale intracellulare attraverso sia la plexina-C1 sia l’integrina-β1 in modo 
del tutto indipendente dalle plexine
4
.  
Le plexine sono proteine transmembrana che legano ad alta affinità le semaforine, 
attivando un segnale a livello intracellulare
5
. Nei vertebrati sono stati individuati almeno 
nove tipi di plexine, raggruppati in quattro sottofamiglie:  
 quattro plexine di tipo A (A1, A2, A3, A4);  
 tre di tipo B (B1, B2, B3);  
 una di tipo C (C1),  
 una di tipo D (D1) 
 
Dal punto di vista funzionale, le plexine legano differenti ligandi e sono implicate in vie 
metaboliche distinte. Così, ad esempio, la Plexina-B1 è il recettore funzionale per la 
Sema4D, mentre la Plexina-C1 lo è per la Sema-7A. Come le semaforine, anche le 
plexine contengono un dominio Sema nella porzione extracellulare, affiancato da tre 
domini PSI e da tre domini IPT (Ig-like, Plexins and Transcription factors). 
Nella regione intracellulare delle plexine, invece, si trovano domini molto conservati, 
detti domini GAP (GTPase Activating Protein), che inattivano alcune proteine bersaglio, 
quali le proteine G, aumentando il tasso di idrolisi delle molecole di GTP ad esse legate.  
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Le plexine possono legare sia le semaforine esposte sulla membrana di cellule adiacenti 
sia le semaforine secrete nell’ambiente extracellulare, ed il legame è mediato proprio dal 
dominio Sema che accomuna entrambe le proteine. E’ stato ipotizzato che, in assenza del 
ligando, il dominio Sema può interagire con il resto della porzione extracellulare della 
plexina causando l’inibizione della stessa plexina6.  
Oltre che con le neuropiline, spesso le plexine si complessano sulla membrana cellulare 
con altri tipi di molecole strutturalmente e funzionalmente differenti, come la molecola di 
adesione cellulare L1
7
, il recettore tirosina-chinasi Off-track (OTK) o i recettori Met e 
Ron che legano, rispettivamente, l’HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor) e 
l’HGFl/MSF (Hepatocyte Gowth Factor-like/Macrophage Stimulating Factor)8. Pertanto, 
le semaforine possono provocare effetti diversi su tipi cellulari differenti in funzione delle 
molecole che costituiscono il complesso recettoriale. Ad esempio, la Sema-4D inibisce 
l’adesione e la migrazione cellulare attraverso la sola plexina, mentre promuove 
l’attrazione cellulare se la cellula bersaglio esprime la plexina complessata con Met. 
Anche la Sema-6D può mediare segnali di attrazione o di repulsione in popolazioni 
cellulari differenti in funzione del tipo di complesso che la plexina-A1 forma con i 
recettori per il VEGF o con OTK
9
.  
 
Plexine e MET 
Nella letteratura è riportato che Plexin B1 ha delle funzioni ambivalenti nel cancro, in cui 
agisce come promotore tumorale oppure come soppressore del tumore, come è stato 
osservato in diversi studi. Questo sembra essere correlato con la regolazione differenziale 
di RhoA, in maniera cellulo-dipendente. In particolare sono stati osservati due importanti 
oncogeni RTK, in grado di interagire con Plexinb B1: MET e ErbB2. MET è un recettore 
di membrana per il fattore Scatter Factor 1 (noto anche come fattore della crescita HGF); 
questo inizialmente è stato associato a Plexin B1 nelle cellule progenitrici nel fegato
10
.  
Inoltre, sembra che la fosforilazione della tirosina presente in MET sia indotta dal legame 
tra il Plexinb e la Sema 4D, così come l’aumento della migrazione cellulare e del 
processo di invasione (Figura 3). Coerentemente, la co-espressione di Plexin B1 e MET e 
la fosforilazione di MET sono fenomeni osservabili in tumori al seno ed ovarici, il 
processo metastatico è inoltre associato alla sovraespressione di Plexin B1 a livello delle 
cellule del colon, fegato, pancreas e stomaco. I livelli delle Sema 4D sono sovra-regolati 
nei tessuti della prostata, delle mammelle ed anche a livello polmonare
11
.  
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Figura 3: illustrazione sulle diverse azioni di SEMA-4D e PlexinB1. 
 
Inoltre, Plexin B1 è sovra-espresso e mutato nel carcinoma invasivo alla prostata; queste 
mutazioni sembrano influenzare la GTPasi, interagendo a livello del recettore Plexin B1, 
senza influenzare la capacità di sinergizzare con RTK e di promuovere l’invasione 
cellulare. Il recettore MET è coinvolto nell’attività pro-angiogenica di Plexin B1, mediato 
da Sema 4D
12
. Questi risultati cono stati rapportati con altri in cui Plexin B1 viene 
identificato come una proteina limitante lo sviluppo tumorale.  
Ad esempio, nel tumore al seno, vi è un’espressione bassa del recettore Plexin B1, 
associato invece a dei tumori di grado superiore, che determina un aumento della 
proliferazione cellulare ed un impoverimento dei risultati (Figura 3B). L’espressione di 
Plexin B1 è soggetta ad una downregulation ad opera della via attiva BRAF-mutato nel 
melanoma umano e la sua espressione si perde nei melanomi metastatici ed invasivi in 
vitro. Da altri studi effettuati in vitro, risulta che nel melanoma Plexin B1 abbia un ruolo 
opposto rispetto a quello descritto in altri modelli (Figura 3C).  
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In particolare, l’attivazione di MET svolge un ruolo importante nella progressione del 
melanoma
13
 ed è stato dimostrato che Plexin B1 può inibire la segnalazione di MET sia 
nelle cellule trasformate in melanociti sia in quelle non trasformate. In effetti Plexin B1 e 
MET si trovano in complessi nei melanociti e la loro associazione è indotta dalla Sema 
4D. Tuttavia, la sovraespressione di Plexin B1 nelle cellule del melanoma porta alla 
diminuzione della fosforilazione di MET e la riduzione della migrazione in risposta ad 
HGF, mentre la riduzione della concentrazione del recettore determina lo sviluppo degli 
effetti. Si potrebbe pensare perciò ad una forma di equilibrio tra la formazione di Plexin 
B1- MET e dimeri MET-MET, in questa forma tumorale, per cui l’attivazione di Sema 
4D/Plexin B1 potrebbe determinare l’inibizione del segnale MET oncogenico “classico”.  
È dimostrato che la downregulation di HGF indotta da E-caderina di Sema 4D è un 
importante meccanismo con cui le cellule di melanoma possono alterare l’adesione dei 
cheratinociti
14
 ed iniziare la migrazione. I meccanismi alla base di questa cross-regulation 
non sono ancora chiari. Vi sono dei dati non pubblicati, descritti da Soong e colleghi, che 
indicano che Plexin B1 non è fosforilato dalla Sema 4D nelle cellule del melanoma, 
nonostante la formazione del complesso Plexin B1-MET, suggerendo così una funzione 
dipendente dal contesto Plexin B1 nelle cellule. Resta ancora non chiaro il ruolo della 
regolamentazione di RhoA nella segnalazione di Plexin B1/Sema 4D; sono coinvolti 
diversi processi cellulari, quali il rimodellamento del citoscheletro delle cellule in 
migrazione, la proliferazione e l’apoptosi, avendo un ruolo rilevante nello sviluppo dei 
tumori umani, tra cui anche i melanomi.  L’inattivazione di RhoA potrebbe indurre un 
ruolo come soppressore di Plexin B1 nei melanomi. In realtà, Plexin B1 può sopprimere 
l’attività di RhoA ed abolisce l’attivazione di RhoA indotta da HGF nelle cellule 
tumorali.  
 
L’inattivazione di RhoA avviene dopo la stimolazione di Sema-4D nelle cellule del 
carcinoma mammario, in cui sono espressi anche il recettore Plexin B1 e MET
15
 ed 
affinché si abbia questo effetto è necessaria la fosforilazione MET dipendente dei residui 
di tirosina (Y1864 e Y2094).  
Sun e colleghi, attraverso uno screening, hanno identificato dei fattori Grb2, come 
elementi specifici reclutati in risposta alla fosforilazione MET-mediata. A sua volta, Grb2 
può reclutare una proteina regolatrice, precedentemente trovata in associazione con 
Plexin, detta p190RhoGAP, e può mediare l’inattivazione e l’inibizione della migrazione 
della cellula tumorale
16
.  
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Lo stesso meccanismo può essere applicato al melanoma, poiché non vi è né l’attivazione 
del complesso con MET né la fosforilazione di Plexin B1 ad opera di MET. Sono 
necessari ulteriori studi per chiarire questo punto, ad esempio, nelle cellule del 
melanoma, Plexin B1 potrebbe reclutare p190GAP attraverso altri meccanismi, anche 
indipendentemente dalla fosforilazione di Plexin B1. È importante sottolineare che 
Swiercz e colleghi hanno osservato un altro meccanismo di segnalazione che coinvolge in 
associazione le tirosin-chinasi MET o Erb2 con Plexin B1 nelle cellule del cancro al 
seno. In questo studio, gli autori riferiscono che la segnalazione di Plexin B1 porta 
all’inattivazione di RhoA, quando accoppiato con MET, mentre media l’attivazione di 
RhoA quando è in complesso con Erb B2. 
 
Neuropiline  
 
Le neuropiline, distinte in neuropilina-1 (Np-1) e neuropilina-2 (Np-2), sono un’altra 
importante famiglia di recettori, in particolare, per le semaforine di classe III. Le 
neuropiline sono proteine di membrana di circa 900 aminoacidi con un dominio 
citoplasmatico molto corto (di circa 40 aminoacidi) privo di attività enzimatica intrinseca. 
Tuttavia, è stato di recente dimostrato che anche il segmento intracellulare della Np-1 
potrebbe avere un ruolo funzionale indipendente, perché capace di interagire con proteine 
contenenti un dominio PDZ
17
. La porzione extracellulare delle neuropiline è costituita da 
sub-domini definiti in funzione della omologia con siti caratteristici di altre proteine.  
Si distinguono, pertanto, due domini omologhi al complemento (domini CUB o a1/a2) e 
due domini omologhi ai fattori di coagulazione V e VIII (domini b1/b2), tutti essenziali 
per la definizione di specificità alle differenti Sema-3
18
; e un dominio MAM 
(meprin/A5/mu-phosphatase, o dominio c), importante per la formazione di omo ed 
eterodimeri di neuropiline sulla superficie cellulare (Figura 4).  
Recentemente è stato scoperto che la presenza di un motivo GXXG nel dominio 
transmembrana di Np-1 e Np-2 è richiesto per l’omodimerizzazione, fenomeno 
necessario per la funzionalità del recettore stesso e per la definizione del tipo di ligando
19
. 
Ad esempio, il complesso Np-2/Np-2 lega la Sema-3F. L’eterodimero Np-2/Np-1 è il 
recettore per la Sema-3B e -3C; mentre l’omodimero Np-1/Np-1 lega con diversa affinità 
le Sema-3A, -3B, -3C e -3F.  
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Le neuropiline formano complessi proteici con le plexine che costituiscono, pertanto, il 
solo elemento trasduttore del complesso recettoriale delle Sema-3. L’unica eccezione è 
rappresentata dalla Sema-3E che lega direttamente la ple 
xina-D1 in modo del tutto indipendente dalle neuropiline
20
. La principale funzione delle 
neuropiline è di mediare l’attivazione della plexina da parte della specifica Sema-3, 
interagendo contemporaneamente con entrambe le proteine. Tuttavia, non è ancora chiaro 
se la formazione del complesso Nps/plexina è antecedente oppure successiva 
all’interazione con lo specifico ligando. Nel primo caso la specificità della risposta 
cellulare alla Sema-3 dipenderebbe dal tipo di plexina espressa; altrimenti sarebbe il tipo 
di semaforina a decidere la formazione di uno specifico complesso Nps/plexina
21
. Le 
neuropiline funzionano da co-recettori anche per il fattore di crescita di origine 
endoteliale (VEGF) e svolgono funzioni importanti per lo sviluppo del sistema vascolare. 
La Sema-3A compete con l’isoforma VEGF165 per il legame alla Np-1 inibendo l’effetto 
del VEGF sulle cellule endoteliali
22
. 
Si presume, in ogni caso, che il ruolo fondamentale delle semaforine secrete, attraverso il 
legame con il complesso recettoriale Nps/plexine, sia di regolare la migrazione 
cellulare
23
.  
 
 
Figura 4: i diversi recettori per le semaforine. 
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Neuropilin-1 e EGFR 
 
Una piccola famiglia di molecole co-recettori, le neuropiline (NRP1 e NRP2) sono 
coinvolte in complessi recettoriali per le semaforine secrete, fornendo un ulteriore sito ad 
alta affinità per i ligandi. Le neuropiline fanno parte anche di complessi recettoriali per 
VEGF, con un ruolo predominante nello sviluppo dell’angiogenesi; questo sottolinea che 
le neuropiline sono implicate nella crescita tumorale e nella vascolarizzazione e mediano 
gli effetti del VEGF e delle semaforine sulla proliferazione cellulare, la sopravvivenza 
cellulare e nella migrazione
24
.  
NRP1 sembra essere espresso prevalentemente nei carcinomi, mentre NRP2 è solitamente 
espressa nei tumori a livello neurale, spesso in correlazione con la progressione del 
cancro e nella prognosi sfavorevole in diversi tipi di tumori. Un recente studio ha 
riportato che la sovraespressione di NRP1 può conferire un vantaggio selettivo per le 
cellule tumorali attraverso la promozione di fattore di crescita epidermico (EGFR)
25
. 
Questo è un processo importante attivato nei tumori, con prognosi sfavorevole.  
Gli autori hanno dimostrato che una porzione extracellulare dell’NRP1 promuove la 
sopravvivenza e la proliferazione delle cellule tumorali, indipendentemente dalla sua 
funzione verso VEGF. In particolare, la sovraespressione di NRP1 nei tumori nei topi ha 
dimostrato di aumentare la fosforilazione della tirosina presente in EGFR, rispetto ai 
controlli. Attualmente il modello di attivazione EGFR implica l’oligomerizzazione del 
recettore ligando-indotta sulla superficie delle cellule, seguita da endocitosi. La 
formazione di vescicole endocitiche consente di sostenere la segnalazione prolungata 
intracellulare. NRP1 svolge un ruolo nei percorsi di endocitosi, coinvolgendo VEGFR2 e 
secreta le semaforine
26
.  
 
Plexine/Neuropiline e VEGFR 
 
Il cross-talk tra Plexin e VEGF è stato segnalato nel primo sviluppo cardiovascolare, 
implicando l’induzione indotta dall’associazione tra Sema-6D e Plexin A1, alternativa 
all’OTK o VEGFR2-KDR in diverse popolazioni cellulari. Questo media delle funzioni 
opposte nelle diverse popolazioni di neuroni. Nel contesto del cancro, la segnalazione di 
VEGFR2 è fondamentale nelle cellule endoteliali e nell’angiogenesi ed è implicato anche 
nella sopravvivenza cellulare tumorale. 
 
14 
 
Plexine/Neuropiline e EGFR famiglia RTK. 
 
Plexin B1 e Erb B2 interagiscono costantemente a livello della tirosina presente nelle 
chinasi transmembrana. Ugualmente a quanto descritto per MET, Plexin B1 con Erb B2 
in presenza della Sema 4D, è in grado di determinare l’attivazione di RTK e la 
fosforilazione di entrambi i recettori. Swiercz e colleghi hanno dimostrato che Erb B2, 
una volta mediata la fosforilazione del recettore Plexin B1, determina l’attivazione del 
fattore RhoA, a causa dell’attività di PDZ-RhoGEFs associato al recettore stesso. Tramite 
diversi studi è stato dimostrato che vi sono sempre delle molecole di tirosina coinvolte 
nel processo. In realtà, le tirosine 1708 e 1732 fosforilate da Erb B2 rappresentano un sito 
di attacco per i domini –SH2 di trasduzione del segnale PLCg. A sua volta il dominio –
SH3 di PLCg interagisce con la regione C-terminale, ricca di prolina, determinandone 
così l’attivazione (Figura 5).  
 
 
 
Figura 5: meccanismo di segnalazione di PlexinB1 e ErB2 in cellule tumorali. 
 
Erb B2 tirosin chinasi ha un ruolo importante nel cancro al seno, sovra-espresso nel 30% 
dei casi, in particolare in quelli con prognosi peggiore e con potenziale metastatico 
elevato. Un lavoro recente ha dimostrato che la sovraespressione endogena o indotta di 
Erb B2 è sufficiente per determinare in Plexin B1 un processo di fosforilazione, a livello 
delle cellule del seno ed a livello del cancro ovarico; tutto ciò promuove il processo di 
invasione cellulare, indipendente dalla stimolazione di Sema 4D
27
.  
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Inoltre, quando si analizza uno spettro vasto di topi affetto da tumori mammari, si osserva 
una forte diminuzione nel processo della metastasi, senza alcun effetto sulla crescita del 
tumore primario. Coerentemente, i pazienti che presentano un tumore al seno hanno una 
sovraespressione del fattore Erb B2 ed una bassa espressione di Plexin B1. 
 
Plexine D1 e Erb B2. 
 
L’attivazione di Plexin D1 e Erb2 è il crocevia nei confronti dell’attività della Sema 3E 
nei tumori ed in particolare nelle cellule endoteliali. In realtà, la Sema 3E controlla lo 
sviluppo vascolare, agendo come inibitore per le cellule endoteliali. A questo effetto è 
legata l’attività GAP intrinseca RND2-gated di Plexin D1 per R-Ras, sulla 
regolamentazione di RhoJ o sull’induzione dell’endocitosi dell’integrina a causa 
dell’attivazione di Arf 6 28(Figura 6A).  
Si è spesso osservato che i percorsi di segnalazione tipici di embriogenesi, persi in 
seguito allo sviluppo, possono riapparire con il cancro. Infatti l’espressione di Plexin D1, 
normalmente soggetta a downregulation nei tessuti adulti, è elevata nelle cellule 
endoteliali, coinvolte nell’angiogenesi tumorale, così come a livello delle cellule 
cancerogene che nelle cellule tumorali, suggerendo che entrambi i tipi di cellule possono 
essere controllate da Sema 3D nel contesto tumorale.  
 
 
Figura 6: ruolo di ErB2 in SEMA-3E legato a Plexin D1 in cellule endoteliali (a) e in cellule tumorali (b). 
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In particolare, al di là di questo coinvolgimento nell’angiogenesi, Casazza e colleghi29 
hanno scoperto che i livelli di Sema-3E e Plexin D1 correlano positivamente con la 
progressione metastatica del melanoma umano e con il cancro al colon. Questo è in linea 
con l’evidenza sperimentale di un’attività pro-invasiva e metastatica di Sema E-Plexin 
D1 nelle cellule tumorali; tutto ciò è dimostrato anche dalla perdita di potenziale 
metastatico sul gene.  
Inoltre gli autori hanno individuato che questa azione pro-invasiva/metastatica è mediata 
da Sema-3E p61, prodotto proteolitico (generato dalla proteina Furina) attraverso la trans-
attivazione della tirosin-chinasi Erb B2, associato a Plexin D1 (Figura 6B). L’inibizione 
della chinasi Erb B2 ostacola la migrazione di P61-Sema-3E e l’invasività delle cellule 
tumorali, che indica che Erb B2 è uno dei principali attori dell’attività pro-metastatica di 
Sema-3E, anche se gli effettori a valle sono attualmente sconosciuti. Inoltre, i 
meccanismi responsabili per l’attivazione selettiva di questo percorso hanno bisogno di 
essere chiariti. In particolare, è stata trovata una porzione mutata dell’isoforma Sema-3E 
resistente al trattamento proteolitico, UNCL-Sema-3E, per legare Plexin D1, in grado di 
inibire le cellule endoteliali e l’angiogenesi in vivo, sopprimendo così la crescita 
tumorale; al contrario, tale isoforma non è in grado di indurre l’associazione Plexin D1-
Erb B2 e l’attivazione delle chinasi e di conseguenza la mancanza di attività pro-
metastatica. 
Inoltre gli autori hanno scoperto che UNCL-Sema-3E può competere con l’attività 
endogena di P61-Sema-3E, per il legame recettoriale, interferendo così con il cancro e 
con il suo comportamento metastatico. Questi studi hanno evidenziato UNCL-Sema-3E 
come un nuovo strumento terapeutico potenzialmente interessante, in grado di 
sopprimere, in diversi modelli preclinici, la crescita tumorale e la progressione 
metastatica. 
 
CD72 
 
E’ una proteina transmembrana di tipo II di 45 kDa, è l’unico recettore finora identificato 
per la Sema-4D nel sistema immunitario. La sua espressione è limitata ai linfociti B
30
, e 
alle cellule presentanti l’antigene (APC) comprese le cellule dendritiche (CD) ed i 
macrofagi
31
. In assenza della Sema-4D, CD72 inibisce i linfociti B, prevenendone la 
differenziazione in plasmacellule
17
.  
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Inoltre, CD72 può interferire con il segnale di attivazione mediato dal recettore dei 
linfociti B (BCR)
32
. La regione extracellulare di CD72 consiste di un dominio molto 
simile alla lectina, mentre la porzione intra-citoplasmatica contiene due motivi di sei 
amminoacidi ciascuno (isoleucina-Xtirosina-XX-leucina), denominati ITIM1 e ITIM2 
(“Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs”), comuni ad altri recettori del 
sistema immunitario e che mediano la trasduzione di un segnale di tipo inibitorio.  
In seguito alla fosforilazione da parte delle chinasi associate al BCR, ITIM1 e ITIM2 
reclutano, rispettivamente, la fosfatasi SHP-1 (SH2-containing protein tyrosine 
phosphatase-1) e la proteina Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2). SHP-1 
inattiva le tirosina-chinasi Syk e Lyn, mentre l’effetto del reclutamento di Grb2 da parte 
di ITIM2 è di inibizione di tale segnale negativo
33
. Il legame con la Sema-4D riduce la 
fosforilazione di BCR ed il reclutamento di SHP-1 mentre aumenta lo stato di attivazione 
dei linfociti B. Non a caso i topi deficitari di CD72 sono iper-responsivi a diversi stimoli, 
mentre i topi che non esprimono Sema-4D sono ipo-responsivi
34
. Tuttavia non si 
conoscono ancora i meccanismi molecolari attraverso cui la Sema-4D induce la 
defosforilazione di BCR e delle proteine ad esso associate.  
 
Tim-2 
 
Tim-2, una proteina transmembrana di tipo I appartenente alla famiglia delle proteine 
TIM (T cell, Immunoglobulin and Mucin domain), è il recettore della Sema-4A nel 
sistema immunitario
35
. La regione extracellulare di Tim-2 comprende una sequenza 
omologa alla regione variabile dell’immunoglobulina (IgV) e un dominio molto simile 
alla mucina. Nella porzione citoplasmatica si trovano, invece, diverse tirosine, probabili 
bersagli di fosforilazione
36
. Il legame della Sema-4A con Tim-2 determina la 
fosforilazione dei suddetti residui di tirosina secondo meccanismi non ancora definiti
22
. 
Tim-2 è espresso nei linfociti T CD4+ e CD8+ in quantità modeste. Tuttavia i suoi livelli 
di espressione aumentano notevolmente in seguito alla differenziazione in linfociti Th2 
(T helper 2), mentre diminuisce nei linfociti Th1
37
. Ciò suggerisce che Tim-2 potrebbe 
avere un ruolo decisivo nella fase effettrice di una risposta immunitaria piuttosto che 
nelle prime fasi di attivazione della risposta.   
Sembra che Tim-2 sia una molecola inibitoria e che il legame con la Sema-4A sulle 
cellule Th2 abbia come effetto finale l’inibizione della risposta immunitaria di tipo Th224.  
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Integrine 
 
Le integrine sono una famiglia di proteine di membrana formate da due catene 
polipeptidiche, α e β, legate in modo non covalente. Esistono due sottofamiglie di 
integrine; i diversi componenti di ciascuna di esse esprimono una catena β comune (β1 e 
β2) in combinazione con una catena α differente. La regione N-terminale di ciascuna 
catena forma una testa globulare che contribuisce all’associazione tra le due catene e 
all’interazione con il ligando. Alla testa globulare segue un segmento extracellulare, un 
dominio transmembrana e una coda intra-citoplasmatica. Il dominio extracellulare 
interagisce con ligandi diversi, tra cui proteine della matrice extracellulare, alcune 
proteine del complemento e proteine espresse sulla superficie di altre cellule. Il dominio 
citoplasmatico è invece collegato alle proteine del citoscheletro (vinculina, talina, actina e 
tropomiosina). Le integrine promuovono l’adesione tra cellule e con la matrice, mediando 
alcune funzioni dipendenti dal citoscheletro, quali la motilità cellulare, la variazione della 
forma cellulare e le risposte flogistiche. Inoltre, a seguito dell’interazione con il loro 
ligando, le integrine possono trasmettere nelle cellule segnali di attivazione. Il 
meccanismo di trasduzione del segnale comporta la fosforilazione in tirosina di numerosi 
substrati, il ricambio degli inositoli e l’innalzamento dei livelli intracellulari di calcio. Le 
conseguenze funzionali dei segnali mediati dalle integrine variano a seconda del tipo 
cellulare coinvolto.   
Dati recenti dimostrano che una delle semaforine della classe VII, la Sema-7A, utilizza 
l’integrina α1β1 (o VLA1) per promuove l’accrescimento assonico nel sistema nervoso, e 
per stimolare la produzione di citochine da parte dei monociti e dei macrofagi, nel 
sistema immunitario
38
.  
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Vie di trasduzione del segnale delle semaforine  
 
Chinasi 
In seguito all’interazione con il ligando specifico, il dominio intracellulare di tutte le 
plexine subisce la fosforilazione dei residui di tirosina da parte delle chinasi citosoliche 
che vengono in qualche modo attivate direttamente dalle plexine, o indirettamente da 
altre molecole. In ogni caso le plexine non possiedono attività di auto-fosforilazione. I 
meccanismi di fosforilazione ed il ruolo delle chinasi nelle vie di trasduzione del segnale 
innescate dalle plexine, sono stati in gran parte definiti per entrambe le sottofamiglie di 
plexine A e B.  
 Le plexine A regolano le chinasi Fes e Fyn. Il legame della Sema-3A alla plexina 
corrispondente, favorisce l’associazione di Fes alla regione intracellulare della plexina. 
Pertanto Fes aggiunge gruppi fosfato sia alla plexina sia alle molecole CRMP-2 (Collapse 
Response Mediator Protein-2) e CRAM (CRMP-Associated molecole)
39
. Si ritiene che il 
segnale che deriva dal complesso plexina A1/Fes/CRMP-2 comporti una 
destabilizzazione dei microtubuli
40
. Analogamente la plexina A2 interagisce con la 
tirosinachinasi Fyn che fosforila la ciclina Cdk-5 (Cyclin-Dependent Kinase-5) 
innescando una via di segnale che termina con una riorganizzazione dell’apparato dei 
microtubuli
41
. Come già accennato, la plexina-B1 si associa con il recettore ad attività 
tirosina-chinasica Met e anche con Erb-2
42
. La Sema-4D stimola l’attività chinasica di 
entrambi i recettori e, nel caso particolare di Met, incrementa le capacità invasive delle 
cellule epiteliali attraverso effettori diversi come, Grb2, SHP2, Src e/o PI3K 
(phosphatidylinositol 3-kinase).  
Off-track è un recettore tirosina-chinasi che ha perduto l’attività catalitica e che può 
legarsi sia alla plexina B1 sia alla plexina A3. Il ruolo di questa molecola nelle vie di 
segnale delle plexine rimane ancora irrisolto; tuttavia, Off-track potrebbe favorire il 
reclutamento di altre chinasi o di GTPasi che trasmetterebbero il segnale
43
.  
Le semaforine possono attivare anche le chinasi ERK (Extracellular signal-Regulated 
Kinase) e MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) in modi diversi e attraverso 
plexine differenti
25
.  
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GTPasi 
Le GTPasi sono piccole proteine citosoliche, denominate proteine G perché legano 
alternativamente il GTP o il GDP per modificare il loro stato di attivazione. Attraverso la 
loro attività specifici segnali provenienti dal microambiente cellulare possono essere 
rapidamente trasdotti in processi di rimodellamento del citoscheletro, proprio come quelli 
che regolano l’adesione e la migrazione cellulare44. Alcuni membri della famiglia delle 
Rho-GTPasi, come RhoA, Rac1 e Rnd1, controllano la motilità cellulare soprattutto 
attraverso la modificazione dell’architettura dei filamenti di actina e dei microtubuli. I 
componenti della famiglia delle Ras-GTPasi, come H-Ras e N-Ras, invece, stimolano le 
chinasi ERK e MAPK promuovendo la sintesi di nuove proteine che intervengono nella 
regolazione della crescita cellulare, nella morfogenesi e in altre attività
45
; mentre R-Ras è 
coinvolta nella regolazione dell’attività delle integrine. In ogni caso, tutte le proteine G 
sopra menzionate svolgono funzioni importanti nelle vie di segnale intracellulare 
innescate dalle semaforine per mezzo delle plexine. Ad esempio, Rac1 interagisce 
direttamente con la porzione citosolica della plexina A1 o della plexina B1, mediando il 
rimodellamento del citoscheletro indotto dalla Sema3A o dalla Sema-4D, rispettivamente. 
Rac1 attivo e quindi legato al GTP, attiva la chinasi PAK (p21 activated kinase) per 
iniziare la polimerizzazione dei filamenti di actina. Quando la Sema-4D si lega alla 
plexina B1, Rac1 è reclutato a livello del recettore e non è più in grado di stimolare la 
sintesi dell’actina per mezzo di PAK46.  
E’ interessante notare che mutazioni nella sequenza primaria della regione che lega le 
GTPasi nelle plexine, hanno un effetto sulla normale localizzazione del recettore sulla 
memnbrana cellulare. Le interazioni con Rac e Rnd1 potrebbero dunque giocare un ruolo 
a monte nella segnalazione delle plexine, regolando l’attivazione del recettore e le sue 
interazioni con molecole capaci di trasdurre il segnale
47
.  
L’attività GTPasica delle proteine G è finemente controllata dalle proteine GEF (Guanine 
nucleotide-Exchange Factor) che scambiano il GDP con il GTP favorendo l’attivazione 
delle stesse proteine G; e dalle proteine GAP (GTPase Activating Protein) che, invece, 
incrementano l’idrolisi del GTP in GDP promuovendo la disattivazione delle GTPasi.  
La plexina B1 interagisce con RhoA indirettamente, per mezzo di due tipi diversi di 
proteine GEF; LARG (Leukaemia-Associated Rho-GEF) o PRG (PDZ-RhoGEF). 
 
21 
 
Il legame di LARG o di PRG alla plexina B1 è mediato dal dominio PDZ che si trova 
all’estremità carbossilica della stessa plexina, e determina un incremento intracellulare 
dei livelli di RhoA attivo a cui spesso corrisponde un collasso dei pseudopodi delle 
cellule in movimento. Inoltre, l’attivazione di RhoA da parte della Sema-4D potrebbe co-
operare con Ras per l’attivazione di Raf1 e delle chinasi ERK/MAPK48.  
Entrambe la plexina A1 e la plexina B1 possiedono attività GAP nei confronti di R-Ras
49
. 
Nel dominio intracellulare delle plexine, infatti, si trovano due regioni molto conservate, 
costituite da due residui di arginina e denominate domini GAP, che si attivano in seguito 
al reclutamento intracellulare di Rnd1. Pertanto le molecole di GTP vengono idrolizzate, 
R-Ras viene disattivata e le integrine αβ si distaccano dalla matrice extracellulare 
compromettendo l’adesione delle cellule alla membrana basale o allo stroma 
interstiziale
36
. In particolare, il legame della Sema-3A con il complesso Np-1/plexina A1 
determina il distacco dal recettore e l’attivazione della proteina RacGEF FARP2 (FERM, 
RhoGEF and pleckstrin domain protein 2). FARP2 attiva a sua volta Rac1, che media il 
legame di Rnd1 al dominio GAP della plexina A1. L’attività GAP della plexina disattiva 
R-Ras e, di conseguenza, anche le integrine
50
. Oltre a FARP2, ci sono altre molecole che 
interagiscono con la regione intracellulare delle plexina A provocando una 
riorganizzazione del citoscheletro, come RanBPM (Ran Binding Protein M) e CRMP2 
che sono state identificate, di recente, anche nel sistema immunitario.   
Ruolo delle semaforine nel cancro  
 
Molte evidenze suggeriscono che le semaforine e i loro recettori possono giocare un ruolo 
importante nelle diverse fasi della tumorigenesi poiché, sia le semaforine, che i loro 
recettori, sono diffusamente espressi nelle cellule tumorali, così come negli endoteli e 
nelle cellule stromali del microambiente tumorale
51,52
. Negli ultimi anni è stato 
dimostrato come le semaforine possono regolare diversi passaggi della progressione 
tumorale: dalla velocità di crescita del tumore primitivo, all’angiogenesi, al reclutamento 
dei macrofagi associati al tumore, alla formazione di metastasi. Inoltre si è osservato che 
le semaforine sono in grado di controllare, talvolta in modo antitetico, il comportamento 
delle cellule tumorali e delle cellule stromali che infiltrano il tumore.  
Ad esempio è stato osservato come alcune semaforine agiscano inibendo la proliferazione 
cellulare e l’angiogenesi, ma allo stesso modo inducano l’invasività e la metastasi53.   
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Le semaforine possono modificare il comportamento delle cellule tumorali agendo 
tramite l’attivazione delle plexine o, per quanto riguarda quelle appartenenti alla classe 3, 
tramite l’inibizione delle interazioni tra fattori di crescita quali VEGF o HGF e le 
neuropiline.  
Il gene codificante per la Sema-3B è stato inizialmente identificato come 
oncosoppressore la cui funzione però viene persa nei carcinomi polmonari a piccole 
cellule a causa di metilazioni o delezioni anomale nella ragione del promotore
54
. A 
conferma del ruolo della semaforina nello sviluppo del tumore al polmone è stata inoltre 
individuata una singola mutazione puntiforme di questo gene (T4151) che causa una 
minore funzionalità della Sema-3B e, di conseguenza, una maggiore suscettibilità a 
questa forma di tumore nelle popolazioni con questo genotipo
55
.  
E’ interessante notare che lo sviluppo di topi knockout per il gene della Sema-3B è 
normale, suggerendo un ruolo ridondante apparentemente in contrasto con quanto 
osservato in precedenza. La Sema-3B inibisce la crescita indipendentemente 
dall’ancoraggio e induce apoptosi in cellule tumorali del polmone e del seno, agendo 
direttamente sulle cellule cancerose. Gli effetti proapoptotici mediati dalla Sema-3B sono 
antagonizzati dal VEGF165, che è in grado di legare entrambe le neuropiline: questo 
suggerisce che l’azione della semaforina sia mediata dalle neuropiline stesse e che 
modifiche anche minime nelle concentrazioni della semaforina o del fattore di crescita, 
possano generare una rottura dell’equilibrio tra i due, con un conseguente effetto tumori-
genico
39
. Recentemente è stato scoperto che la Sema-3B è in grado di promuovere la 
formazione di un ambiente pro-metastatico inducendo la secrezione dell’interluchina-8 da 
parte delle cellule tumorali e il reclutamento di macrofagi a livello del tumore primario. 
Anche la Sema-3F è in grado di modificare il comportamento delle cellule tumorali, 
agendo come oncosoppressore. Cellule tumorali polmonari che presentano una ridotta 
espressione di questa proteina non sono più in grado di formare tumori quando 
l’espressione della semaforina viene ristabilita, così come non sono più in grado di 
crescere in assenza di adesione cellulare
56
.  
 
La Sema-3F e il VEGF hanno azioni opposte sulle cellule di tumore primario in vitro: 
mentre il VEGF promuove lo spreading cellulare e l’adesione (meccanismi alla base dei 
processi migratori e metastatici), Sema-3F inibisce questi processi portando alla perdita 
dei contatti cellula-cellula fino a portare al distacco della cellula e alla conseguente 
apoptosi.  
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Questi effetti sembrano coinvolgere nuovamente l'azione di NP1 e NP2 e, anche in questo 
caso, la rottura dell’equilibrio tra presenza di VEGF e Sema-3F a favore di VEGF sembra 
essere alla base degli effetti pro-tumorali
57
.  
È stato inoltre osservato che il potenziale metastatico di diverse linee cellulari tumorali 
correla inversamente con il livello di espressione della Sema-3F e che, in seguito alla 
sovra-espressione della proteina, il fenotipo caratteristico del melanoma, caratterizzato da 
elevate invasività, vascolarizzazione e metastaticità, viene trasformato in uno 
caratterizzato da un tumore incapsulato, benigno e con alto tasso di necrosi.  
Contemporaneamente è anche stato dimostrato che le cellule tumorali che esprimono la 
Sema-3F tendono ad avere un effetto repulsivo sui vasi linfatici ed endoteliali; questo ha 
permesso di comprendere che il potente effetto antimetastatico della semaforina è dovuto 
a un’azione sia a livello delle cellule tumorali, sia a livello dello stroma.   
Altre semaforine di classe 3 sono in grado di modificare il comportamento di cellule 
tumorali in vitro o presentano livelli di espressione anomali in cellule tumorali, anche se i 
loro effetti a livello dello sviluppo tumorale in vivo non sono mai stati esaminati 
sperimentalmente.  
La Sema-3A ad esempio inibisce sia la migrazione che la proliferazione di cellule di 
tumore alla mammella che hanno una elevata espressione della neuropilina-1
58
,ed è anche 
in grado di inibire l’invasività di cellule di tumore prostatico in saggi in vitro59.   
In contraddizione con questi dati, alcuni lavori riportano un effetto positivo di Sema-3A 
nella progressione di tumori pancreatici, del colon e nel glioblastoma
60,61
. In particolare è 
stato dimostrato che le cellule di glioblastoma secernono la semaforina, la quale ha un 
effetto autocrino nel promuovere la migrazione delle cellule stesse
62
. Il suo ruolo nelle 
fasi di tumorigenesi rimane comunque molto discusso.  
Livelli di espressione anomali della Sema-3C sono stati riscontrati frequentemente in casi 
di carcinoma a cellule squamose e in casi di carcinoma del polmone particolarmente 
metastatici. La stessa semaforina è in grado di indurre angiogenesi in saggi in vitro, 
suggerendo un suo possibile ruolo positivo nella progressione tumorale
63
.  
L’espressione di Sema-3E sembra correlare direttamente con la progressione tumorale in 
carcinomi della mammella nel topo
64
 e la stessa semaforina risulta sovra-espressa in 
cellule metastatiche di adenocarcinoma polmonare umano
65
. Nel carcinoma del colon è 
stato visto che l’espressione della Sema-3E è statisticamente associata con la 
progressione metastatica del tumore stesso.    
24 
 
Anche semaforine appartenenti ad altre classi possono risultare importanti nei processi di 
progressione tumorale. La Semaforina-6D è in grado di svolgere importanti funzioni 
durante lo sviluppo del miocardio, dove guida la migrazione delle cellule miocardiche, di 
promuovere la maturazione delle cellule detritiche e di regolare l’attivazione dei linfociti 
T durante la risposta immunitaria
66
. 
La Semaforina 4D è in grado di determinare un aumento dell’invasività delle cellule 
tumorali tramite l’attivazione dei recettori Met e Ron attraverso l’interazione con la 
plexina B1. Inoltre è stato recentemente osservato che l’espressione della Sema-4D in 
sarcomi dei tessuti molli ha un significato a livello di prognosi della malattia, dal 
momento che alti livelli di espressione di questa semaforina sono correlati a un elevato 
potenziale proliferativo e una scarsa probabilità di guarigione
67
. Anche la Plexina B1 
rappresenta un nuovo importante marker per la prognosi del cancro al seno. 
L’espressione di questo recettore è fortemente connessa all’espressione di recettori per gli 
estrogeni (ER) e a un basso potenziale proliferativo delle cellule tumorali
68
. Le Sema-5A 
e Sema-5D sono entrambe espresse in alcune cellule tumorali quali ad esempio quelle 
derivati da melanomi umani. Il recettore della Sema-5A è la Plexina B3, capace a sua 
volta di interagire con Met e attivarlo, probabilmente promuovendo l’invasività tumorale. 
Anche la Sema-5B potrebbe ricoprire un ruolo in alcuni tumori poiché una sua down-
regulation in cellule di carcinoma renale comprometterebbe in modo significativo la loro 
vitalità
69
.   
 
Ruolo delle semaforine nel processo apoptotico 
 
Sempre più evidenze sperimentali dimostrano che le semaforine possono indurre apoptosi 
anche se con meccanismi non ancora completamente definiti. Uno studio condotto su 
cellule tumorali del neuroectoderma ha rilevato che l’equilibrio esistente tra Sema-3A e 
VEGF regola la migrazione e l’apoptosi70. In particolare, all’aumento del VEGF 
corrisponde una maggiore sopravvivenza cellulare ed un incremento della capacità di 
migrazione. Viceversa, un bilancio quantitativo a favore della Sema-3A riduce l’attività 
migratoria ed induce apoptosi nelle cellule tumorali. L’attivazione di vie di segnale 
diverse determinano gli effetti della Sema-3A sulla motilità cellulare e sull’apoptosi.  
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Il reclutamento delle chinasi ERK1/2 è necessario per inibire la migrazione delle cellule 
nervose progenitrici; mentre l’attivazione della MAPK p38 è fondamentale per indurre 
apoptosi
71
. Pertanto, la capacità della Sema-3A di regolare processi biologici diversi sulle 
stesse cellule, dipende dall’attivazione di vie di trasduzione del segnale differenti così 
come può dipendere anche dalla distribuzione spazio-temporale della semaforina.   
La Sema-3A è stata indicata come mediatore di apoptosi neurale durante l’embriogenesi, 
e l’osservazione che la Sema-3A si trova anche nel sistema nervoso dell’adulto e quando 
i neuroni subiscono danni o sono sottoposti a stress, suggeriscono un possibile 
coinvolgimento della Sema-3A nella riparazione neurale. Un altro importante ruolo 
attribuito, solo di recente, alla Sema-3A è quello di protezione dei neuroni dai danni 
provocati dalle cellule della microglia in corso di patologie neurodegenerative. In tal 
caso, infatti, le cellule della microglia producono una serie di citochine pro-infiammatorie 
che contribuiscono all’ulteriore danneggiamento dei neuroni. I neuroni, a loro volta, 
possono utilizzare la Sema-3A secreta per indurre apoptosi nelle microglia attivate, 
regolando l’espressione dei recettori Plexina-A1 e Np-1 sulla superficie cellulare, e 
limitando, così, i danni causati dallo stesso processo infiammatorio
72
.   
Gli effetti pro-apoptotici della Sema-3A non dipendono dalla sintesi di proteine, ma dalla 
ridistribuzione di Fas (recettori di morte, ovvero che se attivati da specifici ligandi, 
scatenano l’apoptosi della cellula)  in regioni specializzate della membrana plasmatica, 
chiamate “raft” lipidici.  
Le molecole di Fas concentrate a livello di tali regioni possono, perciò, interagire più 
facilmente con le molecole adattatrici e le chinasi necessarie per la trasduzione del 
segnale apoptotico, che viene attivato in seguito al legame con FasL
73
. 
Quindi la Sema-3A ha un ruolo nel modulare il segnale apoptotico attivato dal sistema 
Fas/FasL sia in un contesto fisiologico che in un contesto oncologico, durante la 
progressione tumorale.  
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Ruolo delle Semaforine nell’ angiogenesi tumorale 
  
La progressione e la crescita dei tumori presuppongono la necessità che i tumori stessi 
sviluppino una rete vascolare in grado di fornire nutrimento e ossigenazione alle cellule 
neoplastiche. Tale fenomeno, conosciuto come angiogenesi tumorale, ha suscitato 
nell’ultimo decennio un notevole interesse, anche alla luce del fatto che questa fase della 
patologia potrebbe rappresentare un rilevante bersaglio nella terapia dei tumori. Molte 
semaforine giocano un ruolo anche in questo processo della progressione tumorale ma, 
ancora una volta, si tratta di un ruolo molto variabile e sfaccettato.  
L’espressione contemporanea di neuropiline e plexine nelle cellule endoteliali implica il 
fatto che le semaforine di classe 3 potrebbero modulare i processi di angiogenesi e 
omeostasi vascolare, sia tramite modificazioni del segnalazione a valle del VEGF sia 
tramite vie di segnalazione indipendente. Molte semaforine di classe 3, incluse la Sema-
3A e la Sema-3F, sono espresse dalle cellule endoteliali e probabilmente agiscono in 
modo autocrino
74,75
. La Sema-3A può inibire il legame del VEGF165 con la Np-1, agendo 
in vitro come inibitore dell’angiogenesi tumorale. Comunque la Sema-3A ha un effetto 
repulsivo sulle cellule endoteliali e induce la loro apoptosi anche in assenza del VEGF, 
suggerendo che l’azione della semaforina non è esclusivamente dovuta alla competizione 
con il VEGF, ma anche ad un effetto inibitorio intrinseco mediato dall’interazione con la 
Np-1
76
.  
Inoltre è stato dimostrato in modelli in vivo che, durante l’angiogenesi tumorale, la Sema-
3A è espressa dalle cellule endoteliali ed è in grado di agire come un inibitore endogeno 
dell’angiogenesi nelle lesioni pre-maligne e durante la progressione tumorale77. 
 
Inoltre è stato osservato che, l’inibizione farmacologica della Sema-3A, durante il 
momento in cui la crescita tumorale necessita della vascolarizzazione (angiogenic 
switch), aumenta il fenomeno di angiogenesi stesso e accelera la progressione del tumore. 
Non sembra che la Sema-3A possieda un ruolo essenziale nella regolazione 
dell’angiogenesi durante lo sviluppo.    
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Quando furono esaminati gli effetti della Sema-3F sulle cellule endoteliali fu scoperto che 
era in grado di inibire la loro proliferazione e la loro sopravvivenza, di indurre apoptosi e 
di agire come agente repulsivo
78
. La Sema-3F inibisce l’angiogenesi sia in vitro che in 
vivo e la sovra-espressione della proteina in cellule tumorigeniche che non rispondono al 
trattamento con la Sema-3F in coltura inibisce la crescita tumorale in topi nudi iniettati 
con queste cellule, provocando una densità molto bassa di vasi sanguigni nei tumori 
sviluppati. È interessante notare che la Sema-3F sembra essere sotto il controllo di p53: 
infatti la perdita di p53 funzionale in cellule tumorali provoca una netta down-
regolazione della Sema-3F e un netto aumento dell’angiogenesi tumorale79. Mentre la 
Sema-3A segnala primariamente tramite la NP1, la Sema-3F sfrutta soprattutto la NP2. 
La combinazione di Sema-3A e Sema-3F compromette fortemente la sopravvivenza di 
cellule endoteliali molto più che le singole semaforine in modo indipendente. La Sema-
3E rappresenta un’eccezione all’interno della classe 3 in quanto è l’unica semaforina 
capace di legare direttamente la plexina D1 senza l’intervento delle neuropiline. 
L’espressione della Sema-3E nelle fasi di sviluppo embrionale sembra inibire 
l’espansione dei vasi sanguigni, suggerendo un ruolo anti-angiogenico e repulsivo 
attraverso la Plx-D1 e indipendentemente dalle neuropiline. La Plx-D1 risulta over-
espressa nelle cellule endoteliali dei vasi sanguigni tumorali e nelle cellule tumorali 
stesse in casi di tumore al cervello
80
; è in grado di formare complessi recettoriali con le 
neuropiline e di indurre un aumento dell’affinità di NP-1 e NP-2 per Sema-3A e Sema-3C 
rispettivamente, suggerendo che queste semaforine dipendenti dal legame con le 
neuropiline potrebbero in qualche modo trasdurre dei segnali attraverso la plexina 
stessa
81. In un contesto oncologico il ruolo di inibitore dell’angiogenesi tumorale è stato 
recentemente dimostrato anche per la Sema-3E. E’ stato infatti visto che l’attivazione 
della Plx-D1 da parte del suo ligando causa un rapido di assemblaggio delle strutture 
adesive mediate dalle integrine, in modo da inibire l’adesione delle cellule endoteliali con 
la matrice extracellulare
82
.  
Anche la Sema-4A è in grado di legare la plexina D1 e il suo ruolo sembra essere 
inibitorio a livello dell’angiogenesi nello sviluppo, attraverso l’inibizione dell’attivazione 
di Rac mediata da VEGF e l’adesione cellulare mediata dalle integrine.  
Infine, sono presenti lavori che suggeriscono un ruolo inibitorio per il dominio 
extracellulare della Sema-6A, sia a livello della migrazione endoteliale sia a livello della 
neo-angiogenesi tumorale. Gli effetti della forma intera della semaforina, tuttavia, non 
sono ancora stati esaminati.  
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Induzione dell’angiogenesi 
 
Alcune semaforine sono state associate in modo positivo alla fase di neo-angiogenesi 
tumorale. La Sema-4D è altamente espressa nelle cellule endoteliali e promuove la loro 
migrazione e la tubulogenesi in vitro, suggerendo un analogo effetto anche in vivo. La 
porzione extracellulare della Sema-4D può essere clivata e rilasciata dalle cellule che la 
esprimono grazie all’azione di alcune metalloproteasi della matrice che sono spesso 
sovra-espresse dalle cellule tumorali, le quali a loro volta conservano anche l’attività 
biologica mediata dalla semaforina 4D intera
83. L’attivazione della plexina B1 sembra 
essere sufficiente per determinare gli effetti pro-angiogenici attraverso un meccanismo 
Rho dipendente
84. E’ stato osservato che la Sema-4D gioca un ruolo importante nella 
neoangiogenesi e nella progressione tumorale nei casi di carcinoma a cellule squamose di 
collo e testa. In questo tipo di tumore il gene della Sema-4D contiene elementi in grado di 
rispondere all’ipossia che sono sensibili all’azione di Hif 1α. Inibendo l’espressione della 
semaforina con shRNA specifici, si ha una riduzione nella capacità migratoria delle 
cellule endoteliali in vitro e una ridotta vascolarizzazione. E’ stato inoltre dimostrato che 
i livelli di espressione della Sema-4D correlano con l’attività di Hif 1α, suggerendo che la 
Sema-4D sia una componente con la quale il tumore promuove l’angiogenesi85.  
Grazie all’associazione tra Plx-B1 e Met, la Sema-4D è anche in grado di indurre processi 
di angiogenesi tramite l’attivazione di Met, mimando gli effetti del suo recettore naturale 
HGF.  
L’angiogenesi tumorale non è tuttavia compromessa in topi privati dell’espressione della 
Plx-B1, questo suggerisce che il ruolo in questa fase della tumorogenesi possa essere 
ridondante, grazie a una compensazione generata dalla presenza di altre semaforine di 
classe B
86
.  
Un’altra semaforina che sembra agire come agente pro-angiogenico è la Sema-6D, capace 
di legare la plexina A1 e attivarne la trasduzione del segnale mediata dal VEGFR2.  
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Immunità e tumori 
 
Il concetto di immunosorveglianza, proposto da M. Burnet negli anni ’50 del secolo 
scorso, prevede che una delle funzioni fisiologiche del sistema immunitario sia di 
riconoscere e distruggere i cloni di cellule trasformate prima che esse possano crescere e 
formare tumori, nonché di eliminare il tumore generato. L’importanza della sorveglianza 
immunologica, ed addirittura la sua esistenza, è stata spesso messa in dubbio; tuttavia 
oggi sappiamo che il sistema immunitario è in grado di riconoscere gli antigeni tumorali e 
di dare inizio ad una risposta immune specifica
87,88
. In ogni caso è da considerare che la 
maggior parte degli antigeni tumorali è debolmente immunogenica, e le risposte 
dell’ospite spesso non riescono a prevenire o a contrastare efficacemente la crescita del 
tumore. Indagini istopatologiche di diversi tipi di tumore dimostrano, infatti, l’esistenza 
di un infiltrato di natura infiammatoria, principalmente costituito da linfociti T e cellule 
NK, natural killer, e macrofagi che appaiono, ciò nonostante, totalmente incapaci di 
eliminare le cellule tumorali.  
Le cellule tumorali possono sviluppare diverse strategie per evadere l’attacco 
immunitario. Spesso acquisiscono resistenza all’apoptosi89 e producono fattori solubili 
immunosoppressivi, come interluchina-6 (IL-6), interluchina-10 (IL-10), Vascular-
Endothelial Growth Factor (VEGF) e Transforming Growth Factor-beta (TGF-β)90.   
In altri casi, le cellule tumorali diventano capaci di uccidere le cellule immunitarie, 
sfruttando a proprio vantaggio i meccanismi effettori della risposta immunitaria. Ad 
esempio, diversi tipi di tumori esprimono il ligando di Fas (FasL o CD178) per indurre 
apoptosi nei linfociti esprimenti il recettore Fas (CD95) e reclutati a livello del micro-
ambiente tumorale
91
.    
Piuttosto recente è la scoperta che alcuni membri delle semaforine svolgono funzioni 
importanti anche nella modulazione del sistema immunitario
92
. 
Come già detto, l’espressione della Sema-3A è stata osservata in diversi tipi di cellule 
tumorali, quali il cancro della mammella, del polmone, il glioma ed il mesotelioma 
maligno della pleura.  
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Questa semaforina prodotta dalle cellule tumorali è in grado di legarsi ai linfociti T, a 
livello della Np-1, inibendone la proliferazione e la produzione di citochine, in particolare 
IL-2. Quando l’espressione della Sema-3A è inibita con siRNA specifici, le cellule 
tumorali formano aggregati con i linfociti T in percentuale maggiore rispetto a quello che 
si osserva in presenza delle semaforine. La Sema-3A di derivazione tumorale può, quindi, 
inibire il riconoscimento degli antigeni tumorali da parte dei linfociti T bloccando le 
interazioni omofiliche tra molecole di Np-1 espresse sulla superficie di entrambi i tipi 
cellulari. E’ stato infatti dimostrato che tali interazioni sono importanti per la formazione 
della cosiddetta sinapsi immunologica tra cellule presentanti l’antigene (APC) e linfociti 
T già nelle prime fasi della risposta immunitaria antigene specifica. In aggiunta è stato 
osservato che la Sema-3A, attraverso il legame con la Np-1, incrementa nei linfociti T 
l’apoptosi indotta dal ligando di morte FasL. I risultati ottenuti mostrano come l’effetto 
della la Sema-3A dipende dal riarrangiamento dei filamenti di actina e della membrana
61
. 
La Semaforina-3A può quindi, contribuire a creare un microambiente tumorale dal 
carattere immunosoppressivo e il suo rilascio da parte delle cellule tumorali può servire 
come mezzo per rendere anergici i linfociti T reclutati nella regione di sviluppo della 
neoplasia o, addirittura, per sensibilizzarli all’apoptosi. Tutto ciò potrebbe avere 
importanti implicazioni nella terapia immunitaria contro il cancro. 
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CAPITOLO 2 
 
 
Semaforina 5A  
 
Le semaforine come anello di congiunzione tra il sistema nervoso e la biologia 
del cancro 
 
A livello dei circuiti neuronali o dei canali dei vasi sanguigni, la precisione funzionale è 
indispensabile per le normali attività fisiologiche. Il movimento delle punte di crescita dei 
nervi o dei vasi durante lo sviluppo embrionale dipende dalla segnalazione indotta dai 
segnali forniti dal microambiente. Con il termine cono di crescita si intende una struttura 
dinamica formata sulla punta di cellule in movimento ed è presente nei neuroni o nelle 
cellule endoteliali. Nel caso dei neuroni, questi aiutano nel cablaggio preciso di essi 
durante lo sviluppo del sistema nervoso, rispondendo ad entrambe le azioni attrattive e 
repulsive dei ligandi guida, tramite i recettori presenti sulla loro superficie cellulare. 
L'angiogenesi è, anche, un processo regolato da tali spunti di navigazione che guidano i 
coni di crescita delle cellule endoteliali punta
93
. Il comando iniziale di andare avanti per 
interazione con una guida porta ad una serie di eventi molecolari, che innescano 
l'insorgenza di una cascata di cambiamenti molecolari e citoscheletrici, che fanno muovere 
la cellula oppure la ostacolano.  
Le fasi della filopodia comprendono il movimento delle cellule, l'adesione alla matrice 
extracellulare di superficie e infine la rapida polimerizzazione dei microtubuli e il loro 
movimento in avanti grazie alle molecole di miosina
94
. Analogamente, il movimento delle 
cellule sia in condizioni di sviluppo che in condizioni patologiche è mediato da fenomeni 
di attrazione e repulsione del citoscheletro. La famiglia delle semaforine è costituita da 
proteine bifunzionali che aiutano i neuroni nella crescita affinché seguano il percorso di 
sviluppo giusto. Formano confini molecolari per impedire ai neuroni di inserirsi in alcune 
regioni o per consentire loro di avanzare
95
.  
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La biologia della progressione del cancro si basa sull’angiogenesi patologica e sulla 
diffusione metastatica delle cellule. Un crescente corpo di evidenze supporta i ruoli delle 
varie semaforine in oncogenesi regolando meccanismi simili. Le semaforine fungono da 
spunto necessario per l'angiogenesi e per la migrazione cellulare durante la metastasi. 
 
Semaforine di classe 5 
 
Sono note tre semaforine di classe 5, Sema-5A, B e C. Le semaforine 5A e B sono i 
membri di questa famiglia nei vertebrati mentre sema-5c è un membro presente nella 
classe degli invertebrati trovato in Drosophila
96
. Le 5A e B sono state inizialmente 
identificate come SEMF e sEMG rispettivamente negli embrioni murini. Più tardi, nel 
1999, il comitato per la nomenclatura le ha denominate Sema-5A (mouse) / SEMA-5A 
(umana) e Sema-5B (mouse) / SEMA-5B (umano) nell'ambito del sistema di nomenclatura 
unificato. Queste molecole sono le uniche ad avere un dominio di 408 aminoacidi 
costituito da una trombospondina carbossiterminale al dominio sema, conservato nella loro 
regione extracellulare (Figura 7). Queste due proteine sono state strettamente correlate 
essendo per il 72% ed il 58% simili tra loro. Tuttavia, i loro domini citoplasmatici avevano 
minore grado di somiglianza tra loro rispetto alle altre parti. Queste sono proteine integrali 
di membrana
97
. 
 
 
Figura 7: diverse strutture delle Semaforine. 
 
33 
 
Semaforina 5A 
 
La semaforina 5A è stata inizialmente identificata come SEMF, per clonazione e 
caratterizzazione di cDNA murino embrionale. La semaforina 5A può essere sia 
transmembrana che secreta. Una forma solubile di SEMA-5A è stata segnalata in 
surnatanti di cellule di cancro del pancreas e nel siero di pazienti con artrite reumatoide. 
ADAM-17, una metalloproteasi è stata recentemente dimostrata essere essenziale per la 
suddivisione di SEMA-5A dalla superficie cellulare in cellule HeLa
98
. La caratteristica 
unica di questa proteina è la presenza di sette ripetizioni specifiche carbossi-terminali al 
dominio delle semaforine, che presentano un'elevata somiglianza con il tipo 1 trovato nella 
trombospondina 1 e 2.  
La trombospondina promuove l’adesione di varie cellule ai substrati della matrice 
extracellulare e anche la loro crescita. Così, a causa della presenza di questo dominio unico 
è stato suggerito che le semaforine 5A potrebbero avere una conseguenza a promuovere un 
effetto a differenza di altri membri della sua famiglia che agiscono come segnali repellenti 
per i coni di crescita neuronale
99
. Tuttavia, è stato dimostrato che la SEMA-5A è una 
molecola bifunzionale. 
 
La Semaforina 5A nello sviluppo biologico 
 
La prova iniziale per il ruolo di Sema-5A (identificato come SEMF) nell’embriogenesi è 
stata la dimostrazione dell'espressione di mRNA in Sema-5A di embrioni murini attraverso 
delle analisi di laboratorio. Successivamente è stata dimostrata la loro espressione specifica 
nei tessuti di SEMA-5A a livello dei tessuti fetali umani compreso il cervello, polmoni, 
fegato e reni. Però, ci sono molte prove delle loro funzioni nello sviluppo di vari organi 
importanti nel feto, ma la convalida dei loro effetti precisi nella embriogenesi richiede 
ancora un esame più preciso. 
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Sistema nervoso 
 
Le prove per il ruolo della semaforina 5A in un normale sviluppo embrionale del cervello 
sono state dimostrate mediante uno studio citogenetico. Lo studio ha rivelato che 
l’alterazione di SEMA-5A porta a CDC (sindrome di chat) con le caratteristiche 
fenotipiche, quali ritardo nello sviluppo e grave ritardo mentale. Inoltre, l'analisi Northern 
blot di tessuti fetali umani hanno indicato l'espressione di SEMA-5A nel cervello. Nel 
perseguimento di correlare il loro modello di distribuzione del tessuto con il possibile ruolo 
nello sviluppo del cervello, l'espressione di Sema-5A è stata esaminata l'ibridazione in situ 
nel cervello di topo embrionale. E’ stata osservata un’alta espressione di Sema-5A nella 
zona ventricolare (VZ). 
Cortex è il centro per il comportamento motorio, la percezione, la visione, l'emozione e la 
memoria. L'espressione di Sema-5A nella VZ fornisce la probabile spiegazione dei difetti 
risultanti in questa sindrome. Questi risultati hanno illustrato per la prima volta il ruolo di 
Sema-5A nel normale sviluppo del cervello. Anche l'espressione di Sema-5A nella VZ ha 
suggerito i possibili ruoli svolti dalla stessa nella proliferazione e nell'emigrazione di 
queste cellule precursori neuronali. Espressione di Sema-5A è stata rilevata anche 
nell’epitelio neuronale del cervello di ratto, dove ha inibito i coni di crescita neuronale100. 
Ulteriori prove a sostegno del ruolo di Sema-5A nel corretto sviluppo neuronale sono 
fornite dalle relazioni della sua espressione down-regolata nell’autismo idiopatico. Questi 
dati suggeriscono che Sema-5A è la chiave per il normale sviluppo del cervello. Inoltre, il 
ruolo di SEMA-5A nello sviluppo dell'embrione si può dedurre dalla presenza dei suoi 
trascritti in vari tessuti fetali umani come il polmone, il fegato, il rene ed il colon. Una 
robusta espressione di Sema-5A è stata osservata in modo differenziato nelle varie fasi 
della crescita embrionale precoce suggerendo il suo ruolo nell’innervazione degli arti.  
Contrariamente a questo è stato anche dimostrato che la Sema-5A può indurre la 
migrazione delle cellule endoteliali primarie a livello della vena ombelicale (HUVEC) 
attraverso il recettore plexin-B3 dall'attivazione della segnalazione di Met. Per dare una 
possibile spiegazione per questa attività bifunzionale di Sema-5A è stato proposto che la 
risposta a questa guida può dipendere dal contesto ambientale in cui si sono incontrati.  
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Specificamente, Sema-5A può agire come un promotore o un fattore repulsivo in base alla 
sua interazione con specifici proteoglicani nella matrice extracellulare. 
Uno studio per valutare il ruolo di Sema-5A nell'orientamento motoneurone ha portato alla 
conclusione che l’attività bi-funzionale di Sema-5A può essere attribuita alla presenza di 
due domini funzionalmente opposti. Il dominio TSP ha dimostrato di mediare l'estensione 
dell’assone motore tramite attrazione dei coni di crescita mentre il dominio SEMA regola 
il processo inibitorio impedendo la ramificazione degli assoni nei tessuti circostanti
101
. 
 
Sviluppo cardiovascolare 
 
Il rilevamento della Sema-5A nei tessuti cardiaci murini adulti sono la prova del possibile 
ruolo di questa molecola nei tessuti del cuore. L'espressione è stata osservata nel setto 
atriale, nei cuscinetti endocardici di atrio e ventricolo sottolineando la sua importanza nella 
cardiogenesi. Tuttavia, gli studi ad eliminazione diretta utilizzando embrioni privi della 
Sema-5A non hanno mostrato alcun difetto nello sviluppo di queste strutture del cuore. 
Uno studio di ibridazione in situ nel cuore embrionale di pulcini ha dimostrato 
l'espressione dei trascritti Sema-5A a livello cardiaco sia nelle cellule epiteliali che 
mesenchimali durante il periodo di rimodellamento cardiaco. Tuttavia, sono necessari 
ulteriori studi per definire i loro ruoli precisi nella morfogenesi cardiaca e rigenerazione. 
Così questa panoramica delle funzioni della semaforina 5A nello sviluppo neuronale e 
vascolare suggerisce il suo ruolo in processi come la migrazione delle cellule, la 
proliferazione e la vasculogenesi, che sono comuni anche all’oncogenesi. 
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Ruolo della Semaforina 5A nel cancro 
 
La prova più importante dell’implicazione della semaforina 5A nella tumorogenesi è stata 
ricavata da uno studio volto a identificare i geni candidati coinvolti nell’induzione di 
leiomiomi, che è una neoplasia benigna della muscolatura liscia dell'utero. I dati su 
campioni di pazienti hanno dimostrato che il gene SEMA-5A risulta più regolare rispetto al 
miometrio di controllo
102
. Questa deposizione iniziale è stata successivamente confermata 
da risultati ottenuti da uno studio di screening su Drosophila finalizzato alla identificazione 
di geni importanti nella tumorogenesi e metastasi. Drosophila (l (2) GL) è un gene 
soppressore del tumore nella Drosophila e l'inattivazione di questo gene porta alla crescita 
neoplastica ed alla letalità nelle fasi tardive larvali. Inoltre, l (2) GL nullo nel tessuto 
larvale per i trapianti dell’ospite adulto può formare tumori primari e metastasi. D-sema-5c 
è un omologo di Drosophila Sema-5A. È stato osservato che l’inserimento dell’elemento P 
causa la cancellazione della sema-5c nella l (2) GL nelle larve e impedisce la crescita 
tumorale e la metastasi del tessuto trapiantato. Inoltre, questo fenotipo è stato ritrovato 
nuovamente nella crescita cancerosa sulla ricostituzione di D-sema-5c. Questo studio ha 
dimostrato che sema-5c ha un ruolo funzionale in l (2) GL fenotipo cancro e suggerisce 
anche che omologhi di questo gene possono operare analogamente in organismi 
superiori
103
. Attualmente ci sono molte relazioni, tra cui i diversi rapporti nel cancro del 
pancreas che suggeriscono un ruolo importante di SEMA-5A in vari tipi di cancro.  
 
Cancro pancreatico 
 
Utilizzando una libreria di visualizzazione in vivo e di analisi computazionale integrata, è 
stata identificata la Semaforina 5A come molecola putativa di adesione cellulare, coinvolta 
nella metastasi del cancro al pancreas organo-specifica. I dati sono stati validati eseguendo 
analisi RT-PCR su nove linee cellulari di cancro pancreatico umano, che sono state 
derivate da tumori primari o in metastasi. La SEMA-5A è espressa in linee cellulari di 
metastasi mentre linee cellulari da tumori primari non hanno espresso il gene. Questi dati 
per la prima volta dimostrano sia l'espressione di SEMA-5A nel carcinoma pancreatico che 
il suggerimento del suo ruolo nella progressione della malattia metastatica.  
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Inoltre, utilizzando l'analisi computazionale plexin-B3 è stato identificato come un partner 
vincolante per SEMA-5A. Questi risultati sono stati ulteriormente validati in vari tessuti di 
topo usando immunoprecipitazione
104
. Per determinare la significatività di SEMA-5A nella 
crescita tumorale pancreatica, angiogenesi e metastasi è stato eseguito un ulteriore lavoro. 
L'espressione di SEMA-5A è risultato maggiore nei tessuti pancreatici umani o ben 
differenziati rispetto al pancreas normale. Allo stesso modo cellule di cancro aggressive 
che hanno maggiore potenziale oncogeno e metastatico in saggi di xenotrapianto hanno 
mostrato maggiore espressione di SEMA-5A. Questi risultati iniziali sono stati 
ulteriormente rafforzati mediante saggi in vitro in cui l'espressione ectopica di SEMA-5A 
in Panc1, una linea cellulare senza alcuna espressione endogena si conclude con una 
maggiore proliferazione cellulare e con il processo di invasione. Le cellule SEMA-5A-
Panc1 durante studi in vivo hanno mostrato maggiore potenziale oncogeno e 
metastatico
105
. Questa prova iniziale ha gettato le basi per il suo ruolo nell'angiogenesi 
patologica. La cascata dell’angiogenesi prevede più passaggi: l’aumento della 
proliferazione cellulare, la diminuzione dell’apoptosi e l’aumento della migrazione sono 
gli eventi chiave. Il trattamento delle cellule endoteliali con il fattore ricombinante Sema-
5A extracellulare (ECD) ha aumentato la proliferazione attraverso la via Akt. In 
esperimenti indipendenti, l'aumento proliferazione delle cellule endoteliali è risultato 
essere mediato attraverso plexin-B3. Tuttavia, per comprendere se l’innesco della risposta 
proliferativa è mediato da SEMA-5A-plexin-B3 da Akt si necessita di ulteriori analisi. È 
stato osservato che, l'inibizione dell’apoptosi nelle cellule endoteliali, presentanti Sema5A-
ECD, è indotta da geni anti-apoptotici come BCL-2. Inoltre, Sema5A-ECD induce una 
maggiore migrazione delle cellule endoteliali attraverso il recettore MET tirosin-chinasi. 
Infine una up-regulation di MMP9, aiuta nella degradazione della matrice extracellulare 
per migrazione cellulare corretta. Questi risultati in vitro sono stati supportati da test in 
vivo, in cui il matrigel contenente la SEMA-5A mostra un aumento della densità dei 
microvasi
106
. Nel complesso questi dati suggeriscono che Sema5A-ECD è coinvolto nella 
maggior parte delle fasi del processo di angiogenesi fisiologico. Negli studi precedenti 
Sema-5A (135 kDa) è stata definita come una molecola transmembrana. 
Tuttavia, di recente è stata rilevata una forma secreta (110 kDa) di questa molecola nei 
surnatanti di coltura di un'altra linea cellulare di tumore al pancreas T3M4. Le cellule sono 
state trattate con Panc1 dominio extracellulare (ECD) di SEMA-5A per analizzare il suo 
ruolo nella progressione del tumore e metastasi.  
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È stato scoperto che le cellule Panc1 Sema5A-ECD mostrano un alto potenziale 
metastatico sia in vitro che in vivo. Queste cellule sono in grado di secernere fattori pro-
angiogenetici come VEGF e interleuchina-8 (IL-8). Tuttavia, le cellule sorprendentemente 
Panc1-Sema5A-ECD non erano in grado di determinare lo sviluppo del cancro. Questi dati 
suggeriscono che la proliferazione indotta da Sema-5A è un processo autonomo che 
coinvolge la transmembrana e il dominio citoplasmatico della molecola. 
 
Tumore gastrico 
 
Uno studio di campioni provenienti da pazienti affetti da carcinoma gastrico illustra che 
l'espressione di SEMA-5A e del suo recettore plexin-B3 risultano elevati nel carcinoma 
gastrico e nelle metastasi linfonodali rispetto al tessuto non-neoplastico
107
. Allo stesso 
modo, una maggiore espressione di SEMA-5A è stato rilevato nelle linee cellulari di 
cancro gastrico umano. Il silenziamento di SEMA-5A mediato siRNA in una linea di 
cellule di cancro gastrico, SGC7901 ha provocato una diminuzione della proliferazione e 
crescita autonoma di ancoraggio. Inoltre, l'elevata espressione di caspasi-3 è stata riportata 
nelle cellule SEMA-5A silenziate (Figura 8). La linea cellulare SGC7901 inibisce 
l'invasività in vitro di queste cellule. Questi dati confermano la precedente osservazione di 
espressione SEMA-5A superiore nella metastasi linfonodale del tumore primario e nei 
tessuti normali
108. L’invasività della semaforina 5A è risultata essere mediata dalla 
attivazione della ERK/MEK conducendo alla regolazione di MMP9
109
. Questi rapporti 
iniziali sono indicativi di ruoli importanti di SEMA-5A nella carcinogenesi gastrica; 
tuttavia, è necessario un ulteriore lavoro per decifrare i meccanismi molecolari. 
 
Glioblastoma 
 
E’ stata osservata una marcata riduzione dell’espressione di SEMA-5A nei campioni 
clinici di astrocitoma rispetto al cervello normale. Le SEMA-5A inibiscono l'invasione 
delle cellule del glioma umano interagendo con il recettore plexin-B3 ed interrompendo 
l'attività Rac1 via Rho GDIα, che provoca la sua inattivazione ed il sequestro citosolico. La 
proteina Rac1 appartiene alla famiglia Rho GTPasi ed è nota per regolamentare la 
migrazione cellulare, alterando il citoscheletro e gli allegati focali
110
.  
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Un ulteriore esame delle modifiche meccaniche all'interno delle cellule di glioma rivela 
che SEMA-5A inibisce la motilità delle cellule di glioma, riducendo le fibre di actina. 
Inoltre, l'interazione SEMA-5A-plexin-B3 innesca PKC, il quale media una fosforilazione 
che conduce all’elaborazione della crescita e alla riespressione di marcatore astrocitari 
(GFAP) che suggerisce la differenziazione astrocitica delle cellule di glioma
118
. Insieme, 
questi risultati sostengono il ruolo di SEMA-5A come soppressore del tumore in glioma. 
 
Melanoma e cancro alla prostata 
  
La SEMA-5A è stata rilevata in preparazioni di membrane di cellule di melanoma. Una 
maggiore espressione di plexin-B3 è stata osservata in metastasi del cancro alla prostata 
rispetto al tumore primario. Questi dati iniziali suggeriscono che SEMA-5A può essere un 
biomarcatore putativo per questi tumori. Tuttavia, funzioni precise della SEMA-5A in 
questi tumori sono ancora sconosciute.  
I dati suggeriscono che le SEMA-5A agiscono sia come soppressore del tumore sia come 
promotore di vari tipi di cancro (Figura 8). Queste funzioni contrarie possono essere 
attribuite all'interazione con i recettori e da varie alterazioni causate dalla differenza dei 
componenti della matrice extracellulare dei vari tessuti. 
 
 
Figura 8: Tabella funzioni SEMA-5A in diversi tipi di cancro. 
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Le risposte immunitarie  
 
Le SEMA-5A inducono l'espressione del fattore di necrosi tumorale α e IL-8, che sono 
stati documentati come mediatori dell’infiltrazione dei neutrofili portando ad un’attività 
antimicrobica maggiore. Allo stesso modo, l'espressione ectopica delle SEMA-5A nelle 
cellule tumorali pancreatiche causa la regolazione dell’espressione della IL-8. Un recente 
studio dimostra che le Sema-5A ricombinante aumenta la proliferazione in vitro di cellule 
NK e delle cellule T, e induce la secrezione di citochine Th1/Th17. Inoltre, hanno rilevato 
un aumento dell'espressione delle SEMA-5A nel siero dei pazienti con artrite reumatoide. 
Presi insieme questi risultati suggeriscono un ruolo di SEMA-5A nella risposta 
immunitaria mediando sia le risposte cellulari che la produzione di citochine. 
Recettori per Semaforine 5A 
 
Plexin-B3 è stato identificato come un recettore ad alta affinità per Sema-5A. Sia Sema che 
i domini TSP1 interagiscono con plexin-B3. Inoltre, l'oligomerizzazione del dominio Sema 
di Sema-5A ha dimostrato di essere necessario per la sua risposta funzionale tramite 
recettore plexin-B3 (Figura 9). 
 
 
 
Figura 9: recettori per la SEMA-5A.. 
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Lo stesso studio ha riportato che le Sema-5A non hanno interagito con plexin-B2. E' stato 
anche stabilito che la segnalazione per la crescita dei coni attraverso l'interazione Sema-
5A-plexin-B3 non richiede NRP1 o NRP2 come co-recettori. Gli studi hanno riportato 
l'espressione di co NRP2 con Sema-5A in molti tessuti. Recentemente, è stato dimostrato 
che la laminazione retinica causata da Sema-5A è mediata dai recettori plexin-A1 e A3. 
L’interazione di plexin-A1 e A3 con NRP2 è stato dimostrato da esperimenti di co-
precipitazione
111
.  
Quindi, può essere suggerito che plexin-B3 e la segnalazione delle Sema-5A è 
indipendente da NRP2; inoltre che NRP2 può mediare la sua segnalazione, agendo come 
co-recettore per plexin-A1 e plexinA3.  
 
 
Vie di segnalazione semaforine 5A 
 
Diversi studi suggeriscono che le semaforine 5A si occupano principalmente della 
proliferazione cellulare e della migrazione. Si hanno risultati contraddittori nel caso di 
migrazione cellulare partecipando sia alla migrazione dei coni della crescita cellulare che 
al loro collasso. Il trattamento di cellule di fibroblasti con oligomerizzazione del dominio 
sema di Sema-5A induce l’interruzione delle adesioni focali ed inibisce la migrazione 
cellulare
112
. Allo stesso modo, è stato dimostrato che SEMA-5A stimola l’invasività del 
cancro nel pancreas e nello stomaco, ma ha le funzioni opposte nella motilità cellulare 
rispetto al glioma. La ragione di questa discrepanza può essere derivata dalla differenza 
nelle vie di segnalazione innescate dall'interazione di Sema-5A con plexin-B3. Come 
osservato, la crescita invasiva tramite il recettore plexin-B3 comporta la segnalazione 
attraverso la tirosina chinasi Met o tramite la via MEK/ERK. Nel caso di cellule del 
glioma, le semaforine 5A stimolano il recettore plexin-B3 per reclutare Rho-GDIα nella 
sua coda citoplasmatica. In seguito Rho-GDIα viene scambiato con il nucleotide guanina 
per Rac1 e ciò comporta un ulteriore sequestramento del citoplasma inibendone l'attività 
pro-migratoria. 
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Figura 10: vie di comunicazione SEMA-5A nella migrazione delle cellule. 
 
 
La Figura 10 riassume le vie di segnalazione delle semaforine 5A nella migrazione delle 
cellule. Come è stato dimostrato la bifunzionalità delle semaforine 5A può essere dovuta 
alla sua interazione con differenti proteoglicani come HSPG o CSPG nel sistema nervoso. 
Questa può anche essere una possibile spiegazione del comportamento contrastante delle 
semaforine 5A in tumori di diversi tessuti, in quanto ogni organo ha una propria 
composizione ECM distinta.   
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CAPITOLO 3 
 
 
Semaforine 7A 
 
Tra le diverse classi di semaforine sono stati individuati diversi meccanismi d’azione, 
infatti sono presenti quelle che influenzano la progressione del tumore mediante una 
modulazione dell’angiogenesi tumorale, reclutando cellule del midollo osseo che potrebbe 
poi influenzare la progressione del tumore, oppure modificando direttamente il 
comportamento delle cellule tumorali. Altre semaforine, invece, agiscono inibendo 
l'angiogenesi. Tra le semaforine ad azione pro-angiogenica si trovano la semaforina 4A 
(SEMA-4A), la semaforina 4D (SEMA-4D), e la semaforina 5A (SEMA-5A)
113
.  
Mentre, alcuni membri della classe SEMA3 hanno effetti anti-angiogenici
114
. Anche se 
molte classi di semaforine sono state studiate in diversi tipi di cancro, il ruolo della 
semaforina 7A (SEMA-7A) nella progressione del cancro è, tuttora, in gran parte 
sconosciuta.  
La SEMA-7A è una proteina transmembrana ancorata a GPI che esplica la propria 
funzione mediante i recettori plexina C1 e integrina-β a sistemi multipli115. Recentemente, 
la SEMA-7A è stata segnalata per essere una delle proteine secrete dalle cellule tumorali 
del glioblastoma che contribuiscono all’azione altamente invasiva116. In questo studio è 
stato possibile esplorare il ruolo della SEMA-7A nella progressione del cancro al seno 
utilizzando il modello di tumore mammario DA-3. In particolare, è stato studiato come 
SEMA-7A possa influenzare la produzione di macrofagi di molecole angiogeniche. 
Un ruolo angiogenico della SEMA-7A che è stato recentemente descritto, è quello di 
mediare la crescita vascolare di fibroblasti stmolati da bFGF in un modello sperimentale di 
neovascolarizzazione corneale.  
 
 
 
44 
 
SEMA-7A: dove è espressa e come la sua espressione può 
esser aumentata  
 
I geni delle semaforine SEMA-7A sono espressi dai monociti, dalle cellule T attivate, e dai 
cheratinociti, ma non è noto se le cellule tumorali esprimono questa classe di semaforine. 
Dunque sono state utilizzate le cellule tumorali mammarie DA-3 per lo studio 
dell'espressione SEMA-7A in cellule tumorali. 
Il risultato è stato ottenuto mediante immagine confocale, che mostra, che la SEMA-7A è 
espressa nella linea tumorale mammaria DA-3 (Figura 11). 
 
 
                          Figura 11: espressione SEMA-7A nelle cellule DA-3. 
 
Ottenuto questo dato, è sorto un secondo quesito, ovvero: “SEMA-7A è espresso anche 
nelle cellule mammarie EpH4, una linea cellulare mammaria sana?” Le prove di 
laboratorio hanno rilevato la presenza di livelli molto bassi di SEMA-7A nelle cellule 
EpH4 rispetto alle cellule DA-3 (Figura 12b). 
E’ certo che i membri della famiglia delle semaforine portano alla formazione di complessi 
solubili che hanno effetti sulla funzione immunitaria
117
; mentre non è noto se SEMA-7A 
viene solubilizzato nel modello del tumore utilizzato nello studio, poiché al momento non 
esistono dei test ELISA affidabili per quantificare la proteina secreta SEMA-7A. 
L’analisi delle proteine totali ricavate dai surnatanti delle colture delle cellule tumorali 
DA-3 ha confermato l'espressione della proteina solubile di SEMA-7A, con un aumento 
dei livelli direttamente proporzionale all’aumento del numero di cellule (Figura 12c). Nel 
sistema immunitario è stato osservato che SEMA-7A è espresso nei mieloidi e nei linfoidi 
delle cellule della linea
118
.  
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Non esistono studi fino ad oggi che descrivono l'espressione di SEMA-7A nei macrofagi 
portatori di tumore mammario. Per questo motivo, il tioglicolato peritoneale indotto da 
macrofagi normali (NPEM) e DA-3 murino (DA-3 PEM) sono stati testati per determinare 
l'espressione SEMA-7A. Si è stabilito che il punto di tempo ottimale per i macrofagi 
peritoneali è di 4 giorni dopo l'iniezione con tioglicolato
119
.  
 
 
Figura 12: Analisi quantitativa di SEMA-7A in diversi tipi di cellule. 
 
Negli intervalli di tempo precedenti ai 4 giorni, la maggioranza delle cellule presenti nella 
cavità peritoneale era costituita da neutrofili
120
. In realtà l’espressione di SEMA-7A che è 
stata determinata a 3, 4, e 5 giorni dopo l'iniezione con tioglicolato sia nelle cellule di topi 
sani che nelle cellule DA-3 tumorali non presenta differenze significative nell'espressione 
SEMA-7A, e quindi si è optato per “4 giorni” come il tempo impostato d’analisi per questo 
studio. E’ stato osservato un valore 3 volte maggiore dell’espressione di SEMA-7A a 
livello di mRNA nei DA-3 PEM (Figura 12d) rispetto all’espressione in NPEM. Allo 
stesso modo, è stata riscontrata una maggiore espressione di proteine SEMA-7A in DA-3 
PEM rispetto al PEM sano (Figura 12e). La quantificazione delle bande d’analisi di 
laboratorio ha confermato l’aumentata espressione della proteina SEMA-7A in DA-3 
PEM. 
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L’espressione del recettore β1 integrina per SEMA-7A (CD29) risulta aumentata nelle 
cellule mammarie tumorali DA-3 e nei macrofagi di tumore mammario murino. La 
funzione principale di segnalazione di SEMA-7A nel sistema nervoso ed immunitario è 
mediata attraverso l’α1β1 integrina121. L'aumento dell’integrina β1 è stato già dimostrato 
esser associato alla diminuzione della sopravvivenza nel carcinoma mammario invasivo. In 
primo luogo è stato determinato se vi era una differenza dell’espressione della β1 integrina 
in EpH4 e in DA-3. L’analisi mediante la tecnica di citometria a flusso ha dimostrato che, 
anche se la percentuale delle cellule positive β1 integrina (CD29) sono rimaste invariate tra 
le cellule sane EpH4 e le cellule tumorali mammarie DA-3, l'intensità media di 
fluorescenza è stata quasi raddoppiata nelle cellule tumorali. 
L'espressione del recettore di SEMA-7A, β1 integrina, nei macrofagi periferici tra portatori 
sani e tumorali non è ancora stata ben caratterizzata. Ma è stato possibile determinare la 
presenza di alterati livelli dell’espressione delle integrine β1 nei macrofagi peritoneali 
indotti (PEM) (Figura 13).  
 
 
Figura 13: espressione integrina β1. 
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Fattori angiogenici CXCL2/MIP-2 nei macrofagi 
 
I macrofagi presenti in topi portatori di tumore sono noti per la produzione di molecole 
angiogeniche. Studi precedenti hanno dimostrato che i fattori derivanti dal tumore 
inducono i macrofagi a produrre molecole angiogeniche e pro-infiammatorie
122
. E’ stato 
dimostrato che SEMA-7A induce la produzione di molecole pro-infiammatorie tra cui IL-8 
omologa delle chemochine CXCL2/MIP-2, che ha anche proprietà angiogeniche
123
. Come 
illustrato nella sezione precedente, le cellule DA-3 esprimono un maggior livello di 
SEMA-7A. Quindi è stato ricercato se la SEMA-7A solubile ha un effetto sulla funzione 
dei macrofagi. Per poter sviluppare questi studi è stata utilizzata la linea cellulare di 
macrofagi, RAW 264.7, in cui SEMA-7A mRNA era rilevabile. Questa linea di macrofagi 
è stata utilizzata frequentemente per studi in vitro della funzione dei macrofagi.  
L’analisi di laboratorio dei RAW 264.7 pre-condizionati con rmSEMA-7A ha rivelato che 
l'espressione delle molecole pro-angiogeniche CXCL2/MIP-2 è aumentato di 5 volte dopo 
stimolazione con LPS (p <0.001) (Figura 14A). Inoltre è stato individuato un significativo 
aumento della proteina CXCL2/MIP-2 nei macrofagi RAW 264.7 trattati con rmSEMA-7A 
e LPS (Figura 14B). Questi studi hanno incluso anche la coltura di cellule RAW 264.7 con 
solo rmSEMA-7A, che ha mostrato, anch’esso, un aumento dei livelli di CXCL2/MIP-2.  
Come è stato già accennato precedentemente SEMA-7A esplica la propria funzione 
attraverso l’integrina β1 con conseguente attivazione del percorso di segnalazione MAPK 
che induce la risposta infiammatoria dei monociti.  
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Per avere una visione più chiara del fatto che SEMA-7A induce l’aumento di 
CXCL2/MIP-2 via MAPK, i macrofagi RAW 264.7 sono stati pretrattati con un inibitore 
della MAPK (U0126). Ed è stato scoperto che con U0126 si evidenziano livelli ridotti di 
CXCL2/MIP-2 rispetto a quelli coltivati solo con rmSEMA-7A (Figura 14C). 
 
 
Figura 14: aumento espressione chemochine angiogeniche CXCL2/MIP-2 in macrofagi 
RAW264.7. 
 
Per determinare, invece, se i macrofagi isolati da cellule sane e da DA-3 esprimono livelli 
simili di CXCL2/MIP-2, è stata effettuata la stessa analisi utilizzando macrofagi sani e 
macrofagi provenienti da cellule mammarie tumorali e sono stati valutati per CXCL2/MIP-
2 mediante analisi di laboratorio.  
E’ stato individuato un aumento di 5 volte del valore di CXCL2/MIP-2 in DA-3 rispetto al 
PEM (Figura 15D).  
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Precedentemente è stato dimostrato che i fattori derivanti da tumore hanno un effetto sul 
profilo dei PEM, pertanto, i macrofagi RAW 264.7 trattati con rmSEMA-7A avevano 
aumentato l’espressione di CXCL2/MIP-2, dunque è stato necessario stabilire se il 
trattamento di N-PEM con rmSEMA-7A aveva un effetto sulla produzione delle molecole 
angiogeniche. Il risultato di quest’ultima ricerca è stato un considerevole aumentato 
dell’espressione di CXCL2/MIP-2 osservata nei N-PEM pretrattati con rmSEMA-7A e poi 
stimolati con LPS (Figura 15E).  
Ricapitolando SEMA-7A è nota per indurre CXCL2/MIP-2, e PEM e DA-3 aumentano i 
livelli di CXCL2/MIP-2 se trattati con rmSEMA-7A, quindi è stato silenziato il gene 
SEMA-7A nei DA-3 PEM utilizzando shRNA. I DA-3 PEM silenziati SEMA-7A 
esprimono una significativa diminuzione dei valori di CXCL2/MIP-2 rispetto al controllo 
scramble determinato in laboratorio (Figura 15F). È importante notare che gli studi 
precedenti dimostrano che le cellule DA-3 esprimono CXCL2/MIP-2. È possibile che 
SEMA-7A possa funzionare in modo autocrino aumentando l'espressione di questi valori 
angiogenici. 
 
 
Figura 15: aumento espressione chemochine angiogeniche CXCL2/MIP-2. 
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Studio in vitro  
 
E’ stato dimostrato che SEMA-7A è un chemioattrattante per monociti, con un’attività 
1000 volte maggiore rispetto all’attività della proteina chemiotattica dei monociti, MCP-1. 
E’ stato ipotizzato che il silenziamento del gene SEMA-7A nelle cellule tumorali 
mammarie DA-3 si tradurrebbe in una diminuzione della secrezione di SEMA-7A nelle 
colture cellulari tumorali ed il trattamento dei macrofagi con questi mezzi condizionati 
porterebbe ad un effetto negativo sulla loro migrazione. Così, è stato effettuato il 
silenziamento del gene SEMA-7A nelle cellule DA-3 con shRNA per testare la secrezione 
di SEMA-7A. 
I grafici di intensità integrati mostrano una diminuzione di 6 volte nell’espressione di 
SEMA-7A nelle cellule DA3 SEMA-7A shRNA rispetto a DA-3 wild-type o DA-3 
scramble. Sebbene le cellule DA-3 esprimono livelli più bassi di CXCL2/MIP-2 rispetto ai 
macrofagi, il silenziamento del gene SEMA-7A induce ad una diminuzione dei livelli 
CXCL2/MIP-2 derivanti dal tumore. Per determinare se SEMA-7A gioca un ruolo nella 
migrazione dei monociti, è stato eseguito il saggio della camera di Boyden modificata, 
utilizzando i macrofagi murini RAW 264.7 e mezzi condizionati dal DA-3, DA-3 scramble 
shRNA, e DA-3 SEMA-7A shRNA. E’ stato osservato che un minor numero di monociti 
RAW 264.7 migrarono verso il mezzo condizionato da SEMA-7A silenziato in cellule DA-
3 rispetto ai mezzi di wild type DA-3 e di DA-3 scramble shRNA (Figura 16). 
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Figura 16: conseguenze della diminuzione di SEMA-7A tumorale. 
 
Minore crescita tumorale nei topi con il gene SEMA-7A silenziato 
 
Si è dimostrato che, i topi che presentano un tumore DA-3 mostrano alti livelli di molecole 
pro-angiogeniche. È stato ben verificato che l'angiogenesi è necessaria per la crescita del 
tumore invasivo e che i tumori non crescono più di 1 mm
3
 in assenza di angiogenesi
124
. Nei 
paragrafi precedenti si è dimostrato che SEMA-7A induce la produzione di molecole 
angiogeniche da parte dei macrofagi. Si è cercato di determinare se i topi BALB/c con 
tumori DA-3 silenziati per SEMA-7A abbiano un effetto inibitorio sulla crescita del 
tumore.  
La finalità di questo esperimento è quella di comprendere il ruolo in vivo di SEMA-7A, e 
per far ciò, i topi sono stati impiantati con DA-3 wild-type, scramble shRNA DA-3, o con 
cellule mammarie tumorali aventi il gene SEMA-7A knockdown (SEMA-7A KD). Nei 
topi impiantati con tumori SEMA-7A KD si è osservato una significativa diminuzione del 
volume del tumore primario rispetto al topo wild type o a quello SEMA-7A scramble DA-
3 (Figura 17A).  
Dal momento che i tumori SEMA-7A KD avevano un volume del tumore inferiore, si è 
cercato di vedere se diminuiva l'angiogenesi in questi topi mediante l'uso di una sonda 
fluorescente “AngioSense" e della colorazione immunoistochimica CD31. La sonda 
fluorescente è stata utilizzata per determinare il grado di angiogenesi nei tumori da un 
sistema di imaging in vivo.  
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Figura 17: nel pannello superiore topi portatori wild type DA-3 tumori;nel pannello centrale, il controllo per shRNA; 
mentre il pannello inferiore mostra topi portatori di tumori SEMA-7A KD. 
 
E’ stata dimostrata una diminuzione dell’angiogenesi nei topi recanti tumori SEMA-7A 
KD rispetto alle altre due tipologie (Figura 17B). La diminuzione dell’angiogenesi nelle 
sezioni tumorali SEMA-7A KD è stata osservata anche mediante immunoistochimica. La 
colorazione immunoistochimica per CD31 evidenzia l’angiogenesi nei tumori di controllo, 
ma in minima parte nei tumori SEMA-7A KD (Figura 17C).  
 
Studio sui macrofagi di topi SEMA-7A KD 
 
Si presenta una diminuzione dei livelli di molecole angiogeniche post 4-5 settimane 
dall’impianto di cellule tumorali: come in precedenza viene utilizzato il Tioglicolato per 
promuovere i macrofagi, che poi saranno analizzati per la produzione delle chemochine 
pro-angiogeniche CXCL2/MIP-2, CXCL1 e della matrice metalloproteasica MMP-9.  
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I macrofagi stimolati con LPS di topi impiantati con gene silenziato SEMA-7A in DA-3 
producono in modo significativo minori quantità di molecole pro-angiogeniche rispetto a 
quelli impiantati con cellule DA-3 di controllo. Mentre non si presentano grandi differenze 
nella secrezione di CXCL2/MIP-2 e CXCL1 nei macrofagi se non sono stimolati. 
Inoltre è stato visto che i PEM da SEMA-7A KD hanno mostrato una significativa 
riduzione dell’espressione di VEGF-A ma non dell’espressione di VEGF-B. Mentre, 
l’espressione sia del fattore di crescita epidermico (EGF) che del fattore di crescita delle 
piastrine (PGF) risulta significativamente ridotta nei PEM con SEMA-7A KD. È 
interessante notare che i livelli di serpinf1, una proteina secreta che ha la doppia funzione 
anti-angiogenica e anti-cancerogenica, è risultata significativamente aumentata nei PEM di 
SEMA-7A KD (Figura 18). 
 
 
Figura 18: analisi di macrofagi derivanti da topi DA-3 SEMA-7A shRNA KD. 
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CAPITOLO 4 
 
 
Conclusioni 
 
Negli ultimi dieci anni è stato dimostrato che i leucociti regolano la crescita del tumore e la 
loro diffusione metastatica. Ad esempio l’espressione dei TAM in una progressione del 
tumore può essere inibita, e non solo la normalizzazione inibisce la diffusione metastatica 
ma facilita anche la maggiore efficacia della chemioterapia con un miglioramento della 
dose subottimale rispetto al livello tossico. Quindi, il trattamento anti-angiogenico è 
attualmente focalizzato sulla ricerca di fattori che possono normalizzare il sistema 
vascolare e di conseguenza inibire la diffusione metastatica. 
L'uso delle semaforine e dei loro recettori può essere una strategia valida per raggiungere 
questo obiettivo. Va tenuto conto che la dose-risposta di una particolare semaforina può 
regolare il microambiente, andando a modificare le sue caratteristiche, rendendolo più o 
meno "metastatico". Pertanto, sono indispensabili ulteriori studi per i diversi modelli di 
tumore, in special modo la valutazione della concentrazione ottimale delle semaforine per 
raggiungere la modulazione endoteliale. 
Nello specifico i TAM non solo favoriscono la progressione tumorale inducendo 
l’angiogenesi, ma sono anche coinvolti nella soppressione delle cellule del sistema 
immunitario che mostrano attività anti-tumorale, come per esempio cellule T, cellule NK e 
cellule dendritiche. L'alterazione del fenotipo TAM può anche provocare una risposta pro-
infiammatoria con conseguente attivazione delle cellule T citotossiche e delle cellule NK 
svolgendo un ruolo cruciale nell’inibizione della crescita tumorale. Un numero crescente di 
studi indicano che le SEMA immunitarie, quali SEMA-3A ed il suo recettore NP1, 
possono essere utilizzate per agire, non solo sui vasi tumorali, ma anche sulle cellule 
immunitarie pro-tumorali. I dati relativi alle semaforine immunitarie transmembrana non 
sono ancora stati analizzati in un contesto tumorale.  
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Al fine di chiarire le vere funzioni di SEMA nel sistema immunitario, gli studi dovrebbero 
essere applicati sul complesso in ambiente vivo e si deve stare attenti ad estrapolare 
risultati su analisi effettuate in vitro per un ambiente in vivo. Ad esempio, l'uso di SEMA-
3B in vitro limita la migrazione tumorale e induce apoptosi endoteliale. Tuttavia, in vivo 
SEMA-3B guida con successo un programma di induzione metastatica reclutando 
macrofagi pro-angiogenici dal sito tumorale.  
Le proteine SEMA come molte altre famiglie di molecole agiscono su una varietà di 
recettori che sono espressi in diversi tipi cellulari, ma anche su sottotipi recettoriali 
all'interno della stessa famiglia. Così il pattern di espressione in vari tipi di cellule e tumori 
determinerà la segnalazione a valle che si tradurrà in una specifica risposta biologica. Così, 
studiando i meccanismi immunitari in cui interagiscono le SEMA in un sistema complesso 
come il cancro probabilmente si potrebbero risolvere molte delle controversie che esistono 
in questo momento. Nel loro insieme gli studi sulle semaforine e sui loro recettori nella 
terapia del cancro le indicano come strategie per modificare il microambiente tumorale 
patologico. 
Gli studi e le conoscenze sulla semaforina 5A sono tuttora frammentati, anche se i primi 
risultati ottenuti ci indicano la strada per la direzione del nostro lavoro futuro. I dati 
derivanti dagli studi di biologia dello sviluppo, suggeriscono che questa molecola regola la 
proliferazione cellulare e la migrazione e ciò ci porta all’ipotesi che la SEMA-5A possa 
avere ruoli simili nella progressione del cancro. Riuscire a svelare i misteri della bi-
funzionalità di questa molecola nella regolazione della motilità cellulare può essere una 
frontiera interessante per i futuri sforzi di ricerca. Inoltre, la scoperta dei recettori per la 
semaforina 5A può spiegare alcune delle perplessità iniziali per quanto riguarda le sue 
funzioni. Tuttavia, la struttura multi-dominio della SEMA-5A può essere di per sé una 
delle cause delle sue differenti funzioni.  
La Semaforina 5A appartiene alla famiglia di molecole che funge da ponte di collegamento 
funzionale tra sistema nervoso e carcinogenesi. Nella progressione del cancro, SEMA-5A 
può essere sia un modulatore che un effettore del microambiente. Il rapporto tra la 
presenza di recettori per la Semaforina 5A sulle cellule endoteliali e la sua relazione con la 
risposta immunitaria implica il suo ruolo nella regolazione dell'ambiente tumorale. Allo 
stesso tempo la regolazione della sua attività di attrazione o di repulsione di proteoglicani 
fornisce la prova di quanto il microambiente possa modificare le sue funzioni.  
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Così, in conclusione, si può dire che la nostra conoscenza della semaforina 5A risulta 
essere ancora prematura, ma questa molecola promette di essere un candidato emergente 
per future esplorazioni biologiche nello sviluppo di una cura al cancro. 
E’ stato esplorato, con l’ausilio di uno studio, anche il ruolo biologico di SEMA-7A nella 
progressione del cancro al seno. In primo luogo, è stato scoperto che SEMA-7A è espresso 
dalle cellule mammarie tumorali. Successivamente che l’espressione della SEMA-7A è 
upregolata dai macrofagi dei tumori mammari. In terzo luogo, è stato dimostrato che 
SEMA-7A induce l'espressione di molecole pro-angiogeniche CXCL2/MIP-2 nei 
macrofagi. 
Infine, è stato osservato che diminuisce l'angiogenesi nei topi impiantati con tumori 
mammari con SEMA-7A silenziato. Questi reperti suggeriscono che SEMA-7A potrebbe 
avere un effetto diretto sulla crescita delle cellule tumorali (dimostrato nella progressione 
del cancro al seno) e sulla funzione dei macrofagi. Esistono pochissimi rapporti 
sull’espressione di SEMA-7A in riferimento al cancro. In questo studio si è dimostrato 
chiaramente che SEMA-7A è espresso dalle cellule tumorali mammarie. Gli studi paralleli 
con questi risultati, come quelli sulle cellule tumorali mammarie DA-3 hanno dimostrato 
che si ha una maggiore intensità nell’espressione di SEMA-7A rispetto alle cellule EpH4 
mammarie non tumorali. Ciò sostiene la possibilità che i tumori metastatici esprimono 
livelli elevati di SEMA-7A. 
Il ruolo di SEMA-7A è noto per influenzare l'attivazione dei monociti in vitro mediante 
integrine-β1, mentre il ruolo di SEMA-7A nell'attivazione delle cellule tumorali non è 
ancora stato studiato. E’ stato scoperto che, mentre per PEM di topi sani si hanno bassi 
livelli di SEMA-7A, l'espressione di questa proteina è aumentata nei PEM dei topi 
portatori di tumore. 
Anche se l'identificazione dei recettori SEMA-7A rimane controversa, due recettori 
potenziali sono stati individuai, vale a dire, plexin C1 e la subunità β1 del recettore 
integrina. Per quanto riguarda le attività biologiche di SEMA-7A sul sistema immunitario è 
solo di recente stato chiarito che SEMA-7A induce la produzione di citochine 
infiammatorie come IL-6, TNF-α e IL-8.  
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In questo progetto, si segnala che il suscitato peritoneale di macrofagi, derivante da topi 
portatori di tumore mammario, esprimono alti livelli di integrine β1, rispetto ai macrofagi 
dei topi di controllo, suggerendo che SEMA-7A potrebbe funzionare in modo paracrino.  
L'angiogenesi svolge un ruolo cruciale nella crescita dei tumori, infatti un tumore non può 
crescere oltre 1-2 mm
3
 senza aver un adeguato apporto di sangue. Grazie 
all’immunoistochimica ed a una sonda AngioSense, è stato determinato il ruolo in vivo di 
SEMA-7A confrontando l'angiogenesi in topi portatori di tumori mammari scramble 
shRNA DA-3 con quelli di controllo con SEMA-7A silenziato shRNA DA-3. Dal 
momento che questi studi hanno mostrato una significativa riduzione del volume del 
tumore in SEMA-7A silenziato, abbiamo ipotizzato che questi topi producono livelli 
minori di molecole angiogeniche.  
Questa relazione fornisce nuovi dati che dimostrano che i macrofagi da SEMA-7A 
silenziato shRNA si ottiene una diminuzione della produzione di chemochine angiogeniche 
CXCL2/MIP-2 e CXCL1 e di MMP-9. Anche se è noto che le citochine come il TNF-α 
inducono MMP-9 attraverso MAPK, non ci sono studi in letteratura che descrivono 
l'induzione di MMP da SEMA-7A. 
L'attivazione di MAPK ha dimostrato di giocare un ruolo importante nell’invasione 
tumorale e metastatica mediante l'interazione con i recettori delle integrine specifiche. 
Inoltre, le integrine sono state ritenute capaci di associarsi al recettore tirosina chinasi 
(RTK) per attivare percorsi di segnalazione, tra cui i percorsi di MAPK che sono necessari 
per l'invasione del tumore e delle metastasi. E 'possibile che SEMA-7A possa agire in 
modo autocrino aumentando l'espressione non solo delle molecole angiogeniche, ma anche 
della crescita metastatica.  
Tutti questi risultati, associati a nuovi studi sulle metastasi di diversi tumori, potrebbero 
portare a ulteriori scoperte nel ruolo della semaforina 7A nella progressione tumorale. 
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